脂肪細胞におけるグルコーストランスポーターの機能とその調節機構に関する研究 by 小俣, 和香 et al.
 1
脂肪細胞におけるグルコーストランスポーターの機能と 
その調節機構に関する研究 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
小俣 和香 
 
 
 
 2
目次 
第１部 緒論  
参考文献 
 
第２部 ラット脂肪細胞における低分子 GTP 結合蛋白 Rab4 の調節機構 
１章 
     ラット脂肪細胞における Rab4 C 端合成ペプチドを用いたグルコー     
     ス取り込み作用の抑制効果 
    要旨 
    序論 
    実験方法 
    結果 
    考察 
    参考文献 
第２章 
     ラット脂肪細胞においてインスリンはワートマニン感受性のシグナ 
     ルを介して Rab4 の GDP/GTP 交換反応を促進する 
 
    要旨 
    序論 
    実験方法 
    結果 
    考察 
    参考文献 
 
第３部 変異ダイナミンを過剰発現させた卵巣細胞による GLUT4 の細胞内局
在の検討 
 
    要旨 
    序論 
    実験方法 
 3
    結果 
    考察 
    参考文献 
第４部 ラット脂肪細胞におけるマストパランのグルコース取り込み作用の２
面性 
 
    要旨 
    序論 
    実験方法 
    結果 
    考察 
    参考文献 
 
第５部 細胞性粘菌 Dictyostelium の分化誘導因子 DIF-1 が哺乳類細胞のグルコ
ーストランスポーター1 の細胞膜局在とグルコース取り込みを促進す
る。 
 
    要旨 
    序論 
    実験方法 
    結果 
    考察 
    参考文献 
 
第6章 ラット脂肪細胞においてアクチンフィラメントはインスリンによ
るGLUT4のエキソサイトーシスには重要であるがエンドサイトー
シスには関与しない。 
    要旨 
    序論 
    実験方法 
    結果 
    考察 
    参考文献 
 4
 
関連論文リスト 
参考論文リスト 
謝辞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 5
緒論 
 インスリンの作用である血糖降下作用は血中グルコースがインスリンによっ
て骨格筋および心筋や脂肪細胞へ取り込みが促進されることによりおこなわれ
る。これらの組織には促通拡散性糖輸送担体（GLUT）ファミリーに属する
GLUT4（インスリン調節性グルコーストランスポーター）がインスリンの作用
により細胞内プールから細胞膜上へとトランスロケーションし, 細胞内へのグ
ルコースの輸送が増加することが明らかにされている（Suzuki and Kono, 1980）。 
GLUT4 は主に脂肪細胞, 骨格筋, 心筋に発現が認められ（James et al., 1988）,
これらの臓器においてインスリンにより細胞内へのグルコースの取り込みに重
要な役割を担っていると考えられる。 
 グルコーストランスポーターはアミノ酸約 500 個からなり, 細胞膜を 12回貫
通する膜蛋白（Figure1）で, 現在 13 個のアイソフォームが知られている。 
GLUT4 が他のトランスポーターと異なる特徴として, GLUT4 はインスリンが
ないときは主に細胞内プールに局在しているが, インスリン刺激により細胞膜
上へと移行するという局在が大きく変化することが挙げられる。 
 インスリンによるグルコース取り込み増加は, 細胞全体の GLUT4 の量が増
えることではなく, GLUT4 の細胞表面の移動によって起きることがわかってい
る。 
そしてその多くは GLUT4 によるものと考えられる（Kanai et a., 1993）。 
 ラット遊離脂肪細胞は特殊な細胞でインスリン効果が大きいことから, イン
スリン作用の研究にはよく用いられる。形態的にも他の細胞と大きく異なり, 
脂肪細胞は球状の形をしており, 断面を観ると細胞のほとんどが脂肪で占めら
れていて細胞周囲のごく限られた部分に細胞質があり, そこに核や多数のオ
ルガネラが集まっている。 
 
Figure 1 Structual models of GLUT4 
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 ラット脂肪細胞の細胞内グルコーストランスポーターの 95% 以上が GLUT4
であることから, ラット脂肪細胞におけるインスリンによるグルコース取り込
み促進効果のほとんどがGLUT4のトランスロケーションとみることができる。 
 また第 6 部で報告しているが, 脂肪細胞は培養細胞と異なりストレスファイ
バーが無いので皮質アクチンの検討を行うには適した細胞である。 
 脂肪細胞に発現しているトランスポーターは GLUT4 と GLUT1 である。 
GLUT1 はインスリンでも反応するが刺激の有無に関わらず GLUT1 は細胞膜上
に存在している。一方前述のように GLUT4 はインスリンによりトランスロケ
ーションが促進される。インスリンにより細胞膜上の GLUT1 が 2, 3 倍増加す
るのに対し, GLUT4 は 10 倍以上増加する。そして GLUT4 も GLUT1 もそれぞ
れを含む別々の小胞が細胞内輸送する。 
 現在GLUT4のトラフィック経路には 3-コンパートメントのモデルが提唱され
ている（Figure 2）。このモデルでは GLUT4 は細胞内において, GLUT4 貯蔵小胞
（GLUT4 storage vesicles; GSV）コンパートメント, 早期エンドソーム（EE）と
トランス Golgi ネットワーク（TGN）を含むコンパートメント, 細胞膜（PM）
の 3 つのコンパートメント間を動くことになる。（本論文では GSV と EE-TGN
コンパートメントを細胞内プールと述べている。） 
GLUT4 は細胞内プールから細胞膜へと移行するが, 詳しいメカニズムについ
ては未だわかっていない。 
 
 
Figure 2  Subcellular trafficking of GLUT4 in adipocyte 
 
 そこで本研究は脂肪細胞におけるグルコーストランスポーター（主に
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GLUT4）の作用機構について検討を行った。 
 筆者らの研究グループでは, これまでに非水解性 GTP アナログが GLUT4 の
エキソサイトーシスを促進する事を報告しており（Shibata et al., 1995）, GTP 結
合蛋白がGLUT4のトランスロケーションに重要であるとの認識を持っていた。
一方, 低分子量GTP結合蛋白であるRab4がラット脂肪細胞のGLUT4小胞に存
在することが報告されている（Cormont et al., 1993）。そこで第 2 部 1 章は, 脂
肪細胞においてインスリンによるGLUT4のトランスロケーションにRab4が関
与しているかについて生化学的に研究を行った。2 章では Rab4 の作用がインス
リンのシグナル因子として機能しているかを検討した。 
 また,  筆者らは GTPγS が GLUT4 のエンドサイトーシスを抑制することを
明らかにし（Shibata et a., 1995）, この事から GTP 結合蛋白が GLUT4 のエンド
サイトーシスを調節し, GTP の加水分解がこの過程に必須であると考えた。一
方でダイナミンがクラスリンを介したエンドサイトーシスを調節していること
が知られている（Takei et al., 1995）。そこで第 3 部では GLUT4 小胞のクラスリ
ンを介してのエンドサイトーシスにおけるダイナミンの関与について形態的に
研究を行った。 
 またインスリン作用におけるGTP結合蛋白の役割について, これまでスズメ
バチ毒由来の両親媒性ペプチドであるマストパランが, ラット脂肪細胞におい
てグルコースの取り込みを促進することを報告した（Suzuki et al., 1992）。しか
し作用機序については不明な点が多い。そこで第 4 部ではラット脂肪細胞にお
けるダイナミンの調節機構についての検討を行った。 
 DIF-1 は, 細胞性粘菌（Dictyosteliumdiscoideum）の柄細胞分化誘導因子とし
て同定された低分子物質で抗腫瘍活性があることが報告されている（Asahi et 
al., 1995）。哺乳類細胞に DIF –1 の薬理作用を検討していたところ, 糖代謝が活
発に行われる事を見出した。そこで第 5 部では DIF-1 による細胞内のグルコー
スの取り込み活性について生化学的に検討した。 
 最後に, 培養細胞ではアクチンフィラメント脱重合剤でグルコースの取込み
及び, GLUT4 のトランスロケーションが抑制されることが報告されている
（Wang et al., 1998）。遊離脂肪細胞では培養細胞と異なり , ストレスファイバ
ーが存在しない。そこで第 6 部では皮質アクチンについて, インスリンによる
GLUT4 調節機構についてラトランクリン A という脱重合剤を用いて, 形態的, 
生化学的に検討を行った。 
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第2部 ラット脂肪細胞における低分子GTP結合蛋白Rab4   
       の調節機構 
      
 1 章 ラット脂肪細胞における Rab4 C 端合成ペプチドを
用いたグルコース取り込み作用の抑制効果 
 
要旨 
 インスリンのグルコース取り込み促進作用に低分子量 GTP 結合タンパク
Rab4 が関与するか検討する目的で, Rab4 の C 端可変領域ドメイン 20 個のアミ
ノ酸からなる合成ペプチド Rab4-(191-210)をラット脂肪細胞にエレクトロポレ
ーション法を用いて導入した。その結果, Rab4-(191-210)ペプチドによりインス
リン刺激によるグルコース取り込み活性は約 50% 抑制されたが, 基礎の活性
は影響されなかった。一方, Rab3C あるいは Rab3D の C 端ペプチドはインスリ
ンによるグルコースの取り込みを抑制しなかった。Rab4-(191-210)ペプチドはま
たインスリンによる GLUT4 の細胞内プールから細胞膜へのトランスロケーシ
ョンを抑制した。さらに Rab4-(191-210)ペプチドは I 型主要組織適合抗原由来ペ
プチド Dk-(62-85)により GLUT4 のエンドサイトーシスを完全に抑制した状態でも,イン
スリン刺激によるグルコース取り込みとGLUT4のトランスロケーションをともに抑制した
ことから, このペプチドはGLUT4小胞のエキソサイトーシスを抑制することが示唆され
た。Rab4-(191-210)ペプチドはまた GTPγS によるグルコース取り込みを抑制し
た。加えて,インスリンによるグルコース取り込みは抗 Rab4 抗体の添加によっ
ても抑制された。以上の結果から Rab4 タンパクはインスリンによる GLUT4 の
トランスロケーション, 特に細胞内プールから細胞膜へのエキソサイトーシス
促進のステップに関与していることが示唆された。 
 
序論 
 インスリンは骨格筋・心筋および脂肪細胞においてグルコーストランスポー
ターのアイソフォームである GLUT4 を細胞内プールから細胞膜へとトランス
ロケーションさせることによりグルコースの取り込みを促進する（Mueckler,  
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1994; Gould and Holman, 1993; James et al., 1994）。インスリンによる GLUT4 ト
ランスロケーションの作用機序は不明であるが, ある種のGTP結合蛋白がイン
スリン作用に関係していることが報告されている。たとえば，細胞膜を透過性
にした脂肪細胞において，非水解性 GTP アナログは GLUT4 のトランスロケー
ション（Baldiini, et al., 1991; Robinson et al., 1992）を起こしグルコースの取り込
みを促進する（Suzuki et al., 1992; Yano et al., 1993）。さらに私たちは，最近, 
GLUT4 のリサイクリング経路をエキソサイトーシスとエンドサイトーシスの
ステップに分けて測定することにより, GTPγS が GLUT4 小胞のエキソサイト
ーシスを促進するがエンドサイトーシスを抑制することを報告した（Shibata et 
al., 1995）。私たちはこの研究において, 非刺激状態ではリサイクリング経路に
存在する GLUT4 は多くないこと, またインスリンによる GLUT4 トランスロケ
ーションの律速段階は細胞内プールから細胞膜への GLUT4 のエキソサイトー
シスであることも示した（Shibata et al., 1995）。 
 Ras 関連低分子量 GTP 結合蛋白である Rab ファミリー蛋白は細胞内小胞輸送
の調節に関与していることが報告されている（Novick and Brennwald, 1993）。Rab
ファミリー蛋白によって小胞エキソサイトーシスが調節されているとするなら， 
GLUT4 小胞に付随する Rab 蛋白を GTPγS で活性化することにより GLUT4 小
胞のエキソサイトーシスが促進されるかもしれない。これに関して，Baldini ら
（Baldini et al., 1992）は Rab3D が脂肪細胞に発現しており 3T3-L1 の分化とと
もに発現量が増加することを報告している。しかし Rab3D が GLUT4 小胞に
存在するかどうかは示されていない（Baldini et al., 1995）。一方，Cormont ら
（Cormont et al., 1993）は，最近，Rab4 がラット脂肪細胞の GLUT4 小胞に存在
すること，またインスリン刺激によって Rab4 が小胞から細胞質へと移行する
ことを明らかにした。これに対して，Uphues ら（Uphues et al., 1994）はラット
心筋においては Rab4A は GLUT4 を含む小胞にはわずかしか存在しないものの,
インスリンは Rab4A を細胞質およびミクロソーム画分から細胞膜へ移行させ
ることを報告した。 
 一方，Rab ファミリー蛋白の C 末端領域は Rab 蛋白の細胞内局在（Chavrier et 
al.,1991）と GDP 解離抑制因子との相互作用（Stenmark et al., 1994）に重要と考
えられている。 Perez ら（Perez et al., 1994）は Rab3B と 3C の C 末端可変領域
ペプチドが，下垂体前葉細胞からのカルシウムによるプロラクチンの放出を抑
制することを報告している。Rab4 がインスリンによる GLUT4 トランスロケー
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ションに重要な役割を果たすかどうか調べるために，Rab4 の C 末端可変領域
由来の合成ペプチドをラット脂肪細胞に導入し，インスリン作用に対する効果
を検討した。本研究において，Rab4 C 末端可変領域の合成ペプチドの導入によ
り，インスリンによる GLUT4 のトランスロケーションが著明に抑制されたこ
とから，Rab4 はラット脂肪細胞におけるインスリンによるグルコース取込み促
進作用に重要な役割を果たすことが示唆された。 
実験方法： 
材料 
GTPγS, GDPβS は Roche 社から購入した。125I-ProteinA はパーキンエルマー社
から購入した。ラット Rab4 の C 端末端可変領域由来ペプチド Rab4-(191-210)
（DAALRQLRSPRRTQAPSAQE）（Zahraoui et al., 1988）,ウシ Rab3C の C 端ド
メイン由来 Rab3C-(196-215)ペプチド（ITAAKQNTRLKETPPPPHPN）（Matsui et 
al., 1998）,マウス Rab3D の C 端ドメイン由来 Rab3D-(197-216)ペプチド
(PGSNGKGPALGDTPPPQPSS)（Baldni et al., 1992）は合成し,HPLC で 85-95% の
純度に精製した。ポリクローナル Rab4 抗体は Rab4 由来合成ペプチド 
(C)QLRSPRRTQAPSAQE をスカシガイ・ヘモシアニン（Keyhole limpet 
hemocyanine, KLH）にコンジュゲートしたものをモルモットに免疫して作製し
た。齧歯類の I 型主要組織適合抗原(H-2DK)のα１ドメイン由来ペプチド
Dk-(62-85)（RETQIAKGNEQSFRVDLRTLLRYY）は既報の如く私たちの研究室
で合成した（Shibata et al., 1995）。ペプチドは 0.1 M NaCl に 1.0 mM の濃度に溶
解し,細胞に添加する前に 37℃で一晩インキュベーションを行い活性化した。 
 
ラット脂肪細胞の調整 
 遊離脂肪細胞は Sprague-Dawley 種雄ラット（チャールズリバー社, 約 170-200 
g）の傍副睾丸脂肪組織からコラゲナーゼ法により調整した（Rodbel et al 19）。
特別な場合を除き遊離脂肪細胞は Buffer A (20 mg/ml 牛血清アルブミン, 3 mM
ピルビン酸ナトリウムを含む 25 mM Krebs-Henseleit Hepes buffer, pH 7.4)に懸濁
した。 
 
ラット脂肪細胞への Rab4 ペプチドと Rab4 抗体の導入 
 ペプチドを導入する方法として細胞膜に小孔を開ける電気ショック法（エレ
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クトロポレーション）を用いた。高電圧ショックによって脂肪細胞の細胞膜を
透過性にすると通常では細胞膜を透過できないものを細胞内に投与し, かつ同
時にグルコースの取り込みが測定可能な細胞系を作る事ができる。遊離脂肪細
胞を高 K+/低 Ca2+のバッファーである Buffer X ( 118.0 mM KCl, 4.74 mM NaCl, 
0.38 mM CaCl2, 1.0 mM EGTA, 1.18 mM MgSO4, 1.18 mM KH2PO4, 23.4 mM 
Hepes/KOH, 20 mg/ml 牛血清アルブミン, 3 mM ピルビン酸, pH7.4)に懸濁し
（Shibata et al., 1991）37°C で 30 分間振盪した。その後, 細胞懸濁液 0.6 ml をペ
プチドまたは抗体 0.15 ml と混合し, Gene-Pulser (Bio-Rad 社, USA)を用いて 25 
microfarads, 2.5 k V/cm の条件で 2 回ショックをかけた。 
 
グルコース取り込み実験： 
 遊離脂肪細胞のグルコース輸送活性は, オイルフローテーション法によ 0.1   
mM 3-O-メチルグルコースの取り込み速度を測定した（Shibata et al., 1991）。 
 
細胞膜画分と低密度ミクロソーム画分の調製 
 細胞膜画分と低密度ミクロソーム画分は Kono ら（Kono et al.,1982）の方法を
用いて調製した。細胞を STE バッファー（250 mM sucrose , 10 mM Tris/HCl, 1 
mM EDTA/Na, pH 7.4）で洗浄し, ホモゲナイズした後 3,000 x g で 2 分間遠心
した。沈殿物と一番上の上層である脂肪は取り除き上清部分(S-1)を再び 20,000 
x g で 15 分間遠心した。上清(S-2)はさらに 23,700 x g で 30 分遠心し, その上
清(S-3)を低密度ミクロソーム画分とした。20,000 x g で 15 分間遠心の沈殿物（P
−2）は 0.5 ml の STE バッファーで懸濁し 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA/Na, pH 7.4
を含む 15-32.5%のショ糖密度濃度勾配で 160,000 x g, 40 分間遠心を行った。遠
心後,チューブの下端から 1-3cm の高さの細胞膜画分をフラクションコレクタ
ーで集めた。この細胞膜画分を含むフラクションと上記の低密度ミクロソーム
画分を含む上清(S-3)を 150,000 x gで 1時間遠心し, それぞれ細胞膜画分および
低密度ミクロソーム画分を得た。 
 
電気泳動およびウエスタンブロッティング 
 GLUT4 抗体は GLUT4 の C 端末ペプチド (CKPSTELEYLGPDEND)を KLH に
コンジュゲートしたものをウサギに免疫して得た抗血清を用いた。 GLUT4 の検出は
既述の如く行った （Saltis et al., 1991）。 細胞膜画分および低密度ミクロソーム
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画分のタンパク質を Laemmli の方法 （Laemmli, 1970）に従い 10%-SDS ポリア
クリルアミドゲルを用いて電気泳動で分離し, ポリビニリデンジフルオライド
（PVDF）メンブレンに 120 mA, 4 時間転写した。メンブレンは 5%牛血清アル
ブミン, 154 mM NaCl, Tris/HCl (pH 7.4)を含むバッファーで１時間室温でインキ
ュベートしブロッキングを行った。ブロッキングしたメンブレンは 1,000 倍に
希釈したウサギ抗 GLUT4 抗体と 4°C 一晩インキュベートした。メンブレンを
洗浄後, 125I プロテイン A (0.2 μCi/ml)と１時間室温でインキュベートした。洗浄
後 Kodak XAR フィルムに感光し検出を行った。GLUT4 の定量は FUJI BAS2000
イメージングアナライザー(Fuji Photo Film, 日本)を用いて行った。統計学的分
析は Student t 検定により行った。 
 
結果 
1．グルコースの取り込み活性に対する Rab4-(191-210)ペプチド導入の効果 
 ラット脂肪細胞にエレクトロポレーション法で Rab4 ペプチドが導入可能か
どうか，また Rab4 ペプチドの導入によりインスリンによるグルコース取り込
み作用が何らかの影響を受けるかどうか検討した。 
 Figure 1 は Rab4-(191-210)ペプチド存在下でエレクトロポレーションを行っ
た脂肪細胞（E-P 細胞）における，インスリン非刺激および刺激下でのグルコ
ース取り込み活性を示している。無傷細胞ではインスリン非存在および存在下
のグルコース取込み活性はどちらも Rab4-(191-210)ペプチドの影響を受けなか
ったが, E-P 細胞では Rab4-(191-210)ペプチドにより，インスリン刺激によるグ
ルコースの取り込み活性は約 50%抑制された。この結果から，Rab4-(191-210)
ペプチドはエレクトロポレーションにより脂肪細胞に効率的に導入され，イン
スリンによるグルコースの取り込み促進作用を抑制したと考えられる。 
 
2．グルコース取り込み活性に対する Rab4 および Rab3C ペプチドの効果 
 Figure 2 は Rab4-(191-210)あるいは Rab3C-(196-215)ペプチドのグルコースの
取り込み活性に対する効果をみたものである。Figure 2 に示すよ Rab4- 
(191-210)ペプチドは用量依存性にインスリンによるグルコースの取り込みを抑
制した。一方，下垂体前葉細胞においてプロラクチンの放出を抑制することが
示されている（Perez et al., 1994）。Rab3C の C 端ペプチドはインスリンによる
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グルコース取込みを抑制しなかった。同様に Rab3D の C 端ペプチドにもグル
コースの抑制はみられなかった（結果は示していない）。この結果から Rab4 C
端ペプチドのインスリン作用抑制は Rab4 に特異的であることが示唆される。 
 
3． GLUT4 トランスロケーションに対する Rab4 ペプチド導入の効果 
 次にGLUT4のトランスロケーションに対するRab4-(191-210)ペプチドの効果
を検討した。Figure 3 は細胞膜画分(PM)と低密度マイクロソーム画分(SS)の
GLUT4 蛋白をウエスタンブロットにて検出し定量したものである。
Rab4-(191-210)ペプチドを導入により，インスリン刺激による GLUT4 のトラン
スロケーションは約 40%抑制された。したがって，Rab4-(191-210)ペプチドは，
細胞内プールから細胞膜への GLUT4 のトランスロケーションを抑制すること
により，インスリンによるグルコース取込み促進作用を抑制したと考えられた。
この結果は，Rab4 蛋白がインスリンによる GLUT4 のトランスロケーションに
おいて重要な役割を果たしていることを示している。 
 
4．DK-(62-85)ペプチド存在下でのインスリンのグルコース取り込み促進作用に
対する Rab4-(2-191-210)ペプチドの効果 
 GLUT4 の細胞膜へのトランスロケーションの律速段階は，細胞内プールから
細胞膜へのエキソサイトーシスを介した GLUT4 動員のステップであるので，
このステップに Rab4 が関与しているか検討した。この検討のために，Ⅰ型組
織主要適合抗原由来ペプチド DK-(62-85)を用いて Rab4-(191-210)ペプチドのイ
ンスリンによるグルコースの取り込み促進作用に対する効果を検討した。Ⅰ型
組織主要適合抗原由来ペプチド DK-(62-85)ペプチドは GLUT4 のエンドサイト
ーシスをほぼ完全に抑制することが報告されている（Stagsted et al., 1993）。私
たちも DK-(62-85)ペプチドが GLUT4 のエンドサイトーシスを完全に抑制する
ことを以前に報告している（Shibata et al., 1995）。脂肪細胞を 50 μM DK-(62-85)
で 30 分処理後，Rab4-(191-210)ペプチドを導入し，インスリンによるグルコー
スの取り込みを測定した。Figure 4 に示すように，50μM DK-(62-85)存在下にお
いても Rab4-(191-210)ペプチドはグルコースの取り込みを約 40%抑制した。 
 
5. GLUT4 エキソサイトーシスに対する Rab4 ペプチド導入の効果 
 Figure 5 は 50 μM DK-(62-85)により GLUT4 のエンドサイトーシスを完全に抑
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制した状態で脂肪細胞に Rab4-(191-210)ペプチドを導入し，インスリンによる
GLUT4 のトランスロケーションを測定した結果を示している。DK-(62-85)存在
下で，インスリンによる GLUT4 のトランスロケーションは Rab4-(191-210)ペプ
チドにより著明に抑制された。この結果は Rab4-(191-210)ペプチドがインスリ
ンによる GLUT4 の細胞内プールから細胞膜へのエキソサイトーシスのステッ
プを抑制することを示している。 
 
6. GTPγS のグルコース取り込み促進作用に対する Rab3C, Rab4 ペプチドの効
果 
 非水解性 GTP アナログである GTPγS を細胞内へ導入すると，GLUT4 の細
胞膜へのトランスロケーションが起こり同時にグルコースの取り込みが促進す
ることが明らかになっている（Baldini et al., 1991; Robinson et al., 1992; Suzuki et 
al.,1992; Yano et al.,1993）。そこで Rab4-(191-210)ペプチドが GTPγS 刺激による
グルコースの取り込みを抑制するか検討した。 
 Figure 6 は GTPγS によるグルコースの取り込み促進に対する Rab3C,Rab4 の
C 端ペプチド導入の効果を見たものである。1 mM GTPγS 刺激によるグルコー
スの取り込みは Rab4-(191-210)ペプチドを導入した細胞では 40% 抑制された
（Figure 6）。しかし Rab3C ペプチドには抑制効果はみられなかった。 
 
7.インスリンによるグルコースの取り込み促進作用に対する抗 Rab4 抗体の効
果 
 最後に私たちはインスリンによるグルコースの取り込みにおける抗 Rab4 抗
体の効果を検討した。今までの報告ではエレクトロポレーションは哺乳類細胞
に抗体を導入することができることが知られている（Chakrabarti et al., 1989; 
Nakanishi et al., 1993; Dhar and Shukla, 1994; Marrero et al., 1995）。Figure 7 はウサ
ギ抗 Rab4 IgG とコントロール（免疫されていない）ウサギ IgG をエレクロトポ
レーション法を用いて脂肪細胞内に導入し，グルコース取り込みに対する効果
を見たものである。抗 Rab4 IgG を導入した脂肪細胞では，インスリンによるグ
ルコースの取り込み促進作用が著明に抑制された。一方コントロール IgG を導
入した細胞では取り込みは抑制されなかった。これらの結果は，Rab4 がインス
リンによるグルコース取り込み促進作用に重要な役割を果たしていることに対
する更なる証拠を提供するものと考えられる。 
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考察と結論 
 Rab4はRas関連低分子量GTP結合蛋白であるRabファミリーの一つであり，
チャイニーズハムスター卵巣(CHO)細胞（VanderSlhijs et al., 1991）やヒト由来
肝癌細胞株である HepG2 細胞（Klumperman et al., 1993）において早期エンドソ
ームに存在する蛋白として発見された。機能的には Rab4 は早期エンドソーム
から細胞表面へのトランスフェリン受容体のリサイクリングを調節しているこ
とが示されている（VanderSluijs et al., 1992）。Cormont ら（Cormont et al., 1993）
はラット脂肪細胞において Rab4 は GLUT4 を含む小胞に存在しインスリンに
より細胞質に移行することを報告している。また Rab4 がインスリンで活性化
された MAP キナーゼによりリン酸化されること（Cormont et al., 1994），またイ
ンスリンによる Rab4 の GLUT4 小胞から細胞質への移行は MAP キナーゼによ
る Rab4 のリン酸化によって生じることが報告されている。この Rab4 のリン酸
化および細胞内局在変化のインスリンによる GLUT4 トランスロケーションに
おける意義は，まだ明らかではないが，GLUT4 小胞に Rab4 が存在することは，
GLUT4 小胞がエンドソームに由来することを意味するとともに, Rab4 がイン
スリン作用において重要な役割を果している可能性を示唆する。 
 本研究では，インスリンのグルコース取り込み促進作用における低分子量
GTP 結合蛋白 Rab4 の生理的役割を検討するために，Rab4 の C 末端可変領域由
来の合成ペプチドを脂肪細胞に導入した。Rab ファミリー蛋白の C 端領域は非
常に多様性に富み（Valencia et al.,1991），特異的な標的蛋白と相互作用するため
に必要な構造的配列部位と考えられている（Cavrier et al.,1991）。Perez らの報告
では（Perez et al., 1994），Rab3B および Rab3C の C 端領域に対応する合成ペプ
チドは下垂体細胞においてカルシウムによるプロラクチンの放出を抑えること
が示されている。 
 Figure 1 に示すように，Rab4-(191-210)ペプチドは，エレクトロポレーション
法によってラット脂肪細胞に導入され，インスリンによるグルコースの取り込
みを抑制した。イムノブロット法による解析では，Rab4-(191-210)ペプチドはイ
ンスリンによる細胞内プールから細胞膜への GLUT4 トランスロケーションを
抑制した（Figure 3）。また Rab3C や Rab3D の C 末端合成ペプチドはインスリ
ンのグルコース取り込み促進作用を抑制しなかったことから，抑制効果は Rab4
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に特異的であると考えられた。 
 GLUT4 エンドサイトーシスの特異的な阻害剤である（Stagsted et al., 1993）1
型主要組織適合抗原由来ペプチド Dk-(62-85)の存在下においても Rab4 C 端ペプ
チドによる抑制が観察された（Figure 4, 5）。前述のように（Shibata et al., 1995），
十分な濃度の Dk-(62-85) ペプチド存在下では GLUT4 のエンドサイトーシスが
ほぼ完全に抑制される。その結果，早期エンドソームから細胞膜へ GLUT4 の
リサイクリングが起きなくなり，GLUT4 トランスロケーションの律速段階であ
る細胞内プールから細胞膜への GLUT4 のエキソサイトーシスのみを見ること
ができる。 
 GLUT4 のエンドサイトーシスに Rab4 が関与している可能性は除外できない
が，本研究の結果は，インスリンによる細胞内プールから細胞膜への GLUT4
のエキソサイトーシスのステップに Rab4 が関与していることを示している。
しかし，別の可能性として，インスリンは Rab4 によって調節されるステップ
以外の別のステップを活性化しており，Rab4 蛋白は VAMP2 （Cain et al., 1992）
や cellubrevin（Volchuk et al., 1995）のように GLUT4 のエキソサイトーシスにお
いて，より受動的な役割を果たしていることも考えられる。最近の動力学的お
よび形態的研究では，GLUT4 の細胞内トラフィッキングに，3 コンパートメン
トモデルが提唱されている（James et al ., 1994; Holman et al., 1994; Verhey et al., 
1995）。そのモデルでは GLUT4 は少なくとも 2 つの細胞内コンパートメントに
存在する。１つは早期エンドソームであり， GLUT4 はインスリン存在下での
みこのコンパートメントに存在する。2 つめはより特殊なコンパートメントで
あり，GLUT4 は基礎状態においてこのコンパートメントに隔離されている。
GLUT4 はどちらのコンパートメントからも細胞膜へリクルートされうるが，
Rab4-(191-210)ペプチドによるインスリン効果の抑制は 40-50%で完全に抑制さ
れないことから，Rab4 はどちらか１つの経路に関与しているのかもしれない。
いずれにせよ，本研究では Rab4 がインスリンによる GLUT4 のトランスロケー
ションに不可欠であることを証明することができた。 
 現時点では Rab4-(191-210)ペプチドによる抑制機構はわかっていない。Rab4
の C 端領域は標的膜に結合するために必要な構造部位をもっているので, 
Rab4-(191-210)ペプチドは標的部位で内因性の Rab4 と競合すると考えられる
（Chabrier et al., 1991）。また Perez らの報告（Perez et al., 1994）にもあるように，
ゲラニルゲラニル化された Rab 蛋白のみが RabGDP 解離阻害因子と結合可能で
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あるため（Magee and Newman, 1992），RabGDP 解離阻害因子はゲラニルゲラニ
ル化に必須な２つのシステイン残基を欠く（Araki et al., 1990）Rab4-(191-210)
ペプチドの標的から除外される。Rab4-(191-210)ペプチドの標的分子の同定には，
さらなる研究が必要である。 
 Rab4 はトランスフェリン受容体の早期エンドソームから細胞膜へのリサイ
クリングを調節していることが知られている（VandeSluis et al., 1992）。CHO 細
胞に変異 Rab4 を過剰発現させるとトランスフェリン受容体は細胞内にとどま
る（VandeSluis et al., 1992）。この結果から Rab4-(191-210)によるインスリン作用
の抑制は，細胞表面のインスリン受容体の数の減少を引き起こすことによる可
能性が生じる。しかし Rab4-(191-210)ペプチドはまた GTPγS によるグルコー
ス取り込み促進作用も抑制するので，インスリン受容体の数の減少はペプチド
によるグルコース取り込み抑制を説明できない（Figure 6）。GTPγS の GLUT4
小胞のエキソサイトーシス促進作用は PI 3キナーゼの阻害剤であるワートマニ
ンで抑制されないことから（Okada et al., 1994），GTPγS はおそらく PI 3 キナ
ーゼの下流で小胞輸送機構と直接作用することにより作用すると考えられるか
らである。さらに Figure 4 および 5 に示すように，インスリンに対する
Rab4-(191-210)ペプチドの効果は Dk-(62-85)ペプチド存在下でも抑制した。
Dk-(62-85)ペプチドは GLUT4 と同様にインスリン受容体の細胞内移行も阻害す
るので（Stagsted et al., 1990），Dk-(62-85)ペプチド存在下ではインスリン受容体
は細胞膜にとどまっていると考えられる。 
 Rab4 がインスリンのグルコース取込み促進作用に関与するという考えは，
Rab4 の C 端ドメインに対する抗体を使った実験でも支持された。Figure 7 に示
すように，抗 Rab4 抗体はインスリンによるグルコース取り込み活性を著明に
抑制した。したがって，本研究では Rab4 の C 端の機能を 2 種類の独立した方
法で検討することにより同様の結果が得られたことになる。 
 本研究において，Rab4 C 端可変領域由来の合成ペプチドはインスリンによる
グルコースの取り込みおよび GLUT4 トランスロケーションを抑制することが
示された。このことは Rab4 がインスリン作用，特に細胞内プールから細胞膜
への GLUT4 のエキソサイトーシスに関与しているという実験的証拠を供与す
る。インスリンがトランスフェリン受容体のエキソサイトーシスを促進すると
いう成績（Davis et al., 1986）から考えると，Rab4 の機能が直接インスリンによ
って活性化されるかどうかは非常に興味深い点である。 
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Figure 1  Effects of Rab4-(191-210) peptide on the glucose transport activities in 
intact and electroporated adipocytes. Adipocytesin Buffer X were incubated for 30 min 
at 37 °C to stabilize the basal transport activity. Left panel, the cells were then 
incubated for 15 min with (●) or without (○) 100 nM insulin in the absence or the 
presence of 0.4 mM of the Rab4-(191-210) peptide and subjected to the glucose 
transport assay under ``Experimental Procedures.'' Right panel, the cells were 
electroporated as described under ``Experimental Procedures'' in the absence or the 
presence of 0.4 mM of the Rab4-(191-210) peptide, then incubated with (●) or 
without (○) 100 nM insulin for 15 min 
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Figure 2  Effects of Rab4-(191-210) and Rab3C-(196-215) peptides on the 
insulin-stimulated glucose transport activities. Adipocytes in Buffer X were incubated 
for 30 min at 37 °C and then electroporated in the presence of the indicated 
concentrations of the Rab4-(191-210) (○,●) or Rab3C-(196-215) (△, ▲) peptides 
as described under ``Experimental Procedures.'' The cells were then incubated for 15 
min without (open symbols) or with (closed symbols) 100 nM insulin and subjected to 
the glucose transport assay. The results are the means ± S.E. (n = 3-6). 
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Figure 3  Inhibition by Rab4-(191-210) peptide of insulin-induced GLUT4 
translocation. Adipocytes in Buffer X were incubated for 30 min and then 
electroporated in the absence or the presence of the Rab4-(191-210) peptide. The cells 
were then incubated for 20 min with or without 100 nM insulin. At the end of the 
incubation, the cells were washed with STE buffer, homogenized, and then subjected to 
subcellular fractionation and immunoblotting as described under ``Experimental 
Procedures.'' A, representative immunoblot data. PM, plasma membrane fractions; SS, 
slowly sedimenting fractions. B, relative amounts of GLUT4. The relative intensities of 
GLUT4 bands were quantified by using FUJIX BAS2000 bio-imaging analyzer. The 
results are the means ± S.D. of three determinations. *, p < 0.05. 
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Figure 4  Inhibition by Rab4-(191-210) peptide of the insulin-stimulated glucose 
transport in the presence of Dk-(62-85) peptide. Adipocytes in Buffer X were incubated 
for 60 min at 37 °C to stabilize the basal transport activity and then electroporated in the 
absence or the presence of 0.4 mM Rab4-(191-210) peptide. The cells were then 
incubated for 30 min in the absence (right panel) or the presence (left panel) of 50 
µMD-(62-85) without (○) or with (●) 100 nM insulin, and the glucose transport 
activity was assayed. The results are the means ± S.E. (n = 3). 
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Figure 5  Inhibition by Rab4-(191-210) peptide of the insulin-stimulated GLUT4 
translocation in the presence of Dk-(62-85) peptide. Adipocytes in Buffer X were 
incubated for 60 min at 37 °C to stabilize the basal transport activity and then 
electroporated in the absence or the presence of 0.4 mM Rab4-(191-210) peptide. The 
cells were then incubated for 30 min in the presence of 50 µM Dk-(62-85) with or 
without 100 nM insulin. At the end of the incubation, the cells were washed, 
homogenized, and subjected to subcellular fractionation and immunoblotting as 
described under ``Experimental Procedures.'' A, representative immunoblot data. PM, 
plasma membrane fractions; SS, slowly sedimenting fractions. B, relative amounts of 
GLUT4. The relative intensities of GLUT4 bands were quantified by using FUJIX 
BAS2000 bio-imaging analyzer. The results are the means ± S.D. of three 
determinations. *, p < 0.05. 
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Figure 6  Effects of Rab4-(191-210) and Rab3C-(196-215) peptides on the GTPγ
S-stimulated glucose transport activities. Adipocytes in Buffer X were incubated for 30 
min at 37 °C and then electroporated in the presence of the indicated concentrations of 
Rab4-(191-210) (○,● ) or Rab3C-(196-215) (△,▲ ) peptides as described under 
``Experimental Procedures.'' The cells were then incubated for 15 min without (open 
symbols) or with (closed symbols) 1 mM GTPS and subjected to the glucose transport 
assay. The results are the means ± S.E. (n = 3-6). 
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Figure 7  Effects of anti-Rab4 IgG and nonimmune IgG on the insulin-stimulated 
glucose transport activities. Adipocytes in Buffer X were incubated for 30 min at 37 °C 
and then electroporated in the presence of the indicated concentrations of anti-Rab4 IgG 
(○,● ) or nonimmune IgG (△,▲ ). The cells were then incubated for 15 min with 
(closed symbols) or without (open symbols) 100 nM insulin and subjected to the glucose 
transport assay as described under ``Experimental Procedures.'' The results are the 
means ± S.E. (n = 3-6).  
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2章 ラット脂肪細胞においてインスリンはワートマニ
ン感受性のシグナルを介して Rab4 の GDP/GTP 交
換反応を促進する 
 
要旨 
ラット脂肪細胞において, 低分子量 G タンパク Rab4 は GLUT4 小胞に局在しイ
ンスリンのグルコースの取り込み促進作用に関与していることが示されている。
本研究では, Rab4のGDP/GTP交換反応に対するインスリンの効果を検討した。
細胞膜を透過性にしたラット脂肪細胞を用いて, Rab4への[35S]GTPγSの結合
を測定すると, インスリンの存在下では[35S]GTPγSの結合が約2倍促進された。
これはインスリンが Rab4 の GDP/GTP 交換反応を促進したことを示している。
細胞を PI3 キナーゼ阻害剤であるワートマニンで前処理すると, Rab4 への
[35S]GTPγS の結合に対するインスリンの効果は完全に抑制された。ワートマ
ニンはまた非刺激時の Rab4 への[35S]GTPγS の結合も抑制した。このことから, 
Rab4 のグアニンヌクレオチド交換の調節にとって PI3-kinase 活性が不可欠であ
り, インスリンは PI3キナーゼを刺激することによりグアニンヌクレオチド交
換活性を促進することが示唆された。インスリンは Rab4 をミクロソーム画分
から可溶性画分へと移行させるが, この作用もまたワートマニンによって抑
制された。以上の結果から, ① ラット脂肪細胞においてインスリンは PI3-キナ
ーゼ依存性のシグナル経路を介してRab4のGDP/GTP交換反応を促進すること, 
また, ② Rab4 が細胞内小胞輸送調節におけるインスリン作用の標的分子の一
つであることが示唆される。 
 
序論 
 
 インスリンは筋肉や脂肪細胞においてグルコーストランスポーターのアイソ
フォームである GLUT4 の細胞内コンパートメントから細胞膜への転位を促進
することによりグルコースの取り込みを活性化する（Mueckler, 1994; Gould and 
Holman, 1993; James et al., 1994）。しかしながら，このインスリン作用の分子機
構は未だ明らかになっていない。最近の動力学的および形態学的研究から，
GLUT4 の細胞内トラフィッキングに関して，３-コンパートメントモデルが提 
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唱されている（James et al., 1994; Holman et al., 1994）。そのモデルでは，GLUT4
は少なくとも２つの細胞内コンパートメントに存在する： ひとつは GLUT4
がインスリン存在下のみ現れてくる早期エンドソームであり，もうひとつは非
刺激状態で GLUT4 が隔離されて局在するコンパートメントである。後者のコ
ンパートメントの詳細な性状は不明だが，インスリン刺激によって GLUT4 は
このコンパートメントから離れ細胞膜へと移行した後，エンドソームを介する
リサイクリング経路に入っていく。 
 過去 10 年間に，細胞内の小胞輸送が，Rab や Arf ファミリーのような Ras 関
連低分子量 GTP 結合タンパク（Novick and Brennwald, 1993; Boman and Kahn, 
1995），三量体型 GTP 結合蛋白（Helms, 1995）およびダイナミンのような分子
量の大きい GTP 結合蛋白（Liu and Robinson, 1995）などのさまざまな GTP 結合
蛋白によって調節されていることが明らかになった。細胞膜を透過性にした脂
肪細胞に非水解性 GTP アナログを投与すると GLUT4 のトランスロケーション
が生じることから，インスリンによるGLUT4トランスロケーション促進にGTP
結合蛋白が関与することが示唆される（Baldini et al., 1991; Robinson et al.,1992; 
Suzuki et al., 1992; Yano et al., 1993）。これに関して，Rab3D は脂肪細胞に発現し
ており 3T3-L1 細胞が脂肪細胞に分化するときに誘導される（Baldini et al.,1992）。
しかし，この GTPase がインスリン作用に関与するかどうかは実証されていな
い（Baldini et al., 1995）。一方で Cormont ら（Cormont et al.,1993）は，ラット脂
肪細胞において Rab4 は GLTU4 小胞に存在し，インスリンにより小胞から細胞
質へと局在が変わることを報告した。Rab4 は Rab ファミリーのひとつであり早
期エンドソームに存在し（Vander Sluijs et al., 1991;  Klumperman et al., 1993），
トランスフェリン受容体などの細胞表面受容体の早期エンドソームから細胞膜
へのリサイクリングを調節していると考えられている（Vander Sluijs et al., 
1992）。 
 以前の報告において，私たちは，インスリンによる Rab4 の重要性を明らか
にするために，Rab4 C 末端可変領域由来ペプチドをラット脂肪細胞に導入し，
このペプチドがインスリンや GTPγS によるグルコースの取り込みと GLUT4
のトランスロケーションを抑制することを報告した（Shibata et al., 1996）。この
ことから Rab4 はインスリンによる GLTU4 トランスロケーションに重要な役割
を果たすことが示唆される。しかし Rab4 がインスリン受容体の下流に存在し,  
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インスリンによるグルコース取り込みのシグナル分子として機能しているかど
うかは不明である。インスリンが構成的リサイクリング蛋白である GLUT1
（Yang and Holman, 1993: Verhey et al., 1995）やトランスフェリン受容体（Davis 
et al., 1986; Tanner et al., 1987）のエキソサイトーシスを促進することから考えれ
ば，Rab4 は，これらの蛋白の細胞内輸送においてインスリン作用の標的である
可能性がある。本研究において私たちはこの可能性を検証し，Rab4 におけるグ
アニジンヌクレオチド交換反応がインスリンにより活性化されること, また，
この作用がワートマニンによって抑制されることを示した。この結果は，Rab4
がインスリンによって活性化された PI3 キナーゼの下流にあることを初めて示
すものである。 
 
実験方法 
 
ラット脂肪細胞の調整 
 遊離脂肪細胞は Sprague Dawley 種雄ラット（チャールズリバー社, 170-220g）
の傍副睾丸脂肪組織からコラゲナーゼ法（Roodbell, 1964）により調整した。遊
離した細胞はバッファーA （25 mM Krebs-Henseleit Hepes buffer, 20 mg/ml ウシ
血清アルブミン, 3 mM ピルビン酸ナトリウム，pH 7.4）で懸濁した。 
 
透過細胞における Rab4 への[35S]GTPγS 結合  
 Rab4 への[35S]GTPγS 結合は Ullrich ら（Ullrich et al., 1994）の方法で測定を
行った。遊離した細胞を洗浄後, バッファーX（118.0 mM KCl, 4.74 mM NaCl, 
0.38 mM CaCl2, 1.0 mM EGTA, 1.18 mM MgSO4, 1.18 mM KH2PO4, 23.4 mM 
Hepes/KOH, 20 mg/ml ウシ血清アルブミン, 3 mM ピルビン酸ナトリウム, pH 
7.4）（Shibata et al., 1991）と名付けた高 K+/低 Ca2+バッファーで懸濁し, 37°C，
30 分インキュベートを行った。その後，Gene-Pulser (BIO-RAD 社)を用いて 25
マイクロファラッド, 2.0 kV/cm の条件下で 4 回エレクトロポレーションを行っ
た。電気的に穴を開けた細胞を 100 nM インスリン存在下, 非存在下で 37 度 C，
15 分間インキュベーション後, さらに 50 μM [35S]GTPγS 存在下で 30 分間イン
キュベートした。その後細胞を washing buffer（25 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 1mM 
GTP, 50 mM Tris/Cl, pH 7.5）で洗浄し，ホモジェナイズした。ホモジェネートを
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3,000 x g で 2 分間遠心し, 沈殿と脂肪を取り除き NP-40 を最終濃度 1% (v/v)に
なるように加えた。半分は 15 μl のアフィニティ精製した Rab4 抗体と 20 μl の
プロテイン G セファロースを加え 4°C, 40 分間ローテーターでインキュベート
した。残りの半分はプロテインGセファロースのみとインキュベートを行った。
セファローズビーズは 4°C で 3,000 x g, 1 分間遠心にて集め，1% NP-40 を含む
washing buffer 1 ml で 2 回洗った。ビーズを径 25 mm のニトロセルロースフィ
ルターに通し, 3 ml の氷冷 filtration buffer (25 mM MgCl2,, 100 mM NaCl, 20 
mM Tris/Cl, pH 7.5)で 3 回洗った。フィルターを乾燥後，シンチレーションカウ
ンターで測定した。抗 Rab4 抗体で免疫沈降した Rab4 に結合した[35S]GTPγS
の量は，プロテイン G セファロースのみで得られた放射性活性を引くことによ
り計算した。 
 
3-O-メチル-D-グルコース取込みの測定 
 糖輸送活性はオイルフローテーション法により 0.1 mM 3-O-Methyl-D-glucose
の取り込みの速度を測定することにより行った（Shibata et al., 1991）。 
 
細胞膜画分と低密度ミクロゾーム画分の調製 
 細胞膜画分と低密度ミクロゾーム画分は既述の如く得た（Shibata et al., 1995）。
細胞を STE buffer （250 mM スクロース，10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA/Na, pH 
7.4)で洗浄後ホモゲナイズし，3,000 x g で 2 分間遠心した。沈殿（P-1）と脂肪
の分画は取り除き上清部分（S-1）を 20,000 x g で 15 分間遠心した。この上清
（S-2）をさらに 150,000 x g で 1 時間遠心し，沈殿をミクロゾーム画分，また
上清（S-3）を可溶性画分とした。 
 
電気泳動およびウエスタンブロッティング 
 ミクロソームおよび可溶性画分のタンパク質は Laemmli の方法（Laemmli, 
1970）に従い 12% ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動で分離し，ポリビニリデンディフルオライド（PVDF）メンブレ
ンに 120V，4 時間転写した。メンブレンは 5% ウシ血清アルブミン，Tris/HCl (pH 
7.4), 154 mM NaCl にて１時間，室温でブロッキングを行った。ブロッキングし
たメンブレンは抗ウサギ Rab4 血清（500 倍希釈）と 4 度 C, 一晩震盪した。 
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メンブレンを洗って 125I プロテイン A（0.2 μCi/ml）と 1 時間室温で震盪した。
洗浄後，メンブレンを乾燥し FUJI BAS2000 イメージングアナライザー（Fuji 
Photo Film, 東京, 日本）を用いて GLUT4 バンドを検出した。 
 統計学的解析は Student t 検定によって行った。ここに報告したすべての結果
は複数の実験を異なるバッチの脂肪細胞を用いて行った結果得られたものであ
る。 
 
 
結果 
抗 Rab4 抗体免疫沈降物に結合する放射活性 
 本研究において，私たちは最初に電気的に細胞膜を透過性にしたラット脂肪
細胞において Rab4 に特異的に結合する[35S]GTPγS 量を測定した。以前私たち
が報告したように，細胞外から加えたサイクリック ATP や GTPγS などのヌク
レオチドは電気的に細胞膜を透過性にした脂肪細胞内に入り，それぞれ脂肪分
解（Shibata et al.,1991）やグルコース取り込みを促進する（Suzuki et al.,1992）
ことが示されている。加えて，この細胞においてインスリンはグルコース取込
みと GLUT4 トランスロケーションを促進することも示されている（Shibata et 
al.,1995）。 
 Figure 1 はエレクトロポレーション法で膜を透過性にした脂肪細胞を 50 μM 
[35S]GTPγS と 30 分間インキュベーション後，抗 Rab4 抗体で免疫沈降した沈
降物の放射活性を示している。Figure 1 に示すように抗 Rab4 抗体による免疫沈
降物に結合する放射活性は抗原ペプチド(C)QLRSPRRTQAPSAQE を加えるこ
とにより濃度依存的に減少した。1 mg/ml の濃度のペプチド存在下での免疫沈
降物中の放射活性は，抗 Rab4 抗体非存在下での放射活性と差がなかった。デ
ータは示してはいないが，これらの非特異的な放射活性はインスリン存在下あ
るいは非存在下で変化はなかった。したがって本研究では，Rab4 に結合する
[35S]GTPγS の放射活性はプロテイン G セファロースのみで得られる放射活性
を減算することにより求めた。またデータには示してないが，この実験条件下
では抗 Rab4 抗体によってほとんどすべての Rab4 は免疫沈降され，インスリン
非存在下, 存在下どちらにおいても免疫沈降後の上清中に Rab4 は検出されな
かった。 
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透過脂肪細胞における Rab4 への[35S]GTPγS 結合量の継時的変化 
 次にインスリン存在下および非存在下で細胞を[35S]GTPγS とインキュベー
トし，Rab4 に結合する[35S]GTPγS 量の継時的変化を検討した。Figure 2 に示
すように免疫沈降したRab4に結合する[35S]GTPγS はインスリン非存在下では
45 分間のインキュベーション中，時間依存性に増加した。100 nM インスリン
を加えると Rab4 への[35S]GTPγS の結合量は 2 倍に増加した。インスリンの増
強効果はインスリン添加後 5 分という早期においてみとめられた。このことか
らラット脂肪細胞においてインスリンは急性に Rab4 のグアニンヌクレオチド
交換反応を促進することが示唆された。 
 
Rab4 への[35S]GTPγS 結合とグルコース輸送活性に対するインスリンの作用 
 私たちの以前の報告では，インスリンによって促進される GLUT4 小胞と細
胞膜の融合に Rab4 が重要な役割を果たしていることが示されている（Shibata et 
al., 1996）。そこで，インスリンによる Rab4 への[35S]GTPγS 結合促進作用と細
胞内グルコース取り込み促進作用を比較した。Figure 3 において，A はインス
リンによる Rab4 への[35S]GTPγS 結合促進の濃度依存性を, B はインスリンに
よるグルコースの取り込み促進の濃度依存性を示している。どちらも細胞膜を
透過性にした細胞を用いて実験を行った。Figure 3 に示すように，インスリン
は濃度依存性に Rab4 への[35S]GTPγS 結合を促進し，グルコース取り込み促進
効果の濃度依存性と非常によく相関した。 
 
インスリンによるRab4への[35S]GTPγS結合促進およびグルコース取り込み促
進作用に対する PI3 キナーゼ阻害剤の作用 
 多くの研究は，PI3 キナーゼがインスリンによる GLUT4 トランスロケーショ
ン促進作用における重要なシグナル分子であることを示している。実際，PI3
キナーゼの阻害剤であるワートマニンや LY294002 はインスリンによるグルコ
ースの取り込みやGLUT4トランスロケーションを著明に抑制する（Okada et al., 
1994; Kanai et al., 1993; Cheatham et al, 1994; Clarke et al., 1994）。また，ドミナン
トネガティブ変異型 PI3 キナーゼもインスリンによる GLUT4 トランスロケー
ションを著明に抑制した（Kotani et al., 1995; Quon et al, 1995）。そこでワートマ
ニン（100 nM）あるいは LY294002（50 μM）で前処理したラット脂肪細胞にお 
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ける，インスリンによる Rab4 への[35S]GTPγS 結合促進作用とグルコース取り
込み促進作用を検討した（Figure 4）。インスリンによる Rab4 への[35S]GTPγS
結合促進作用およびグルコース取り込み促進作用は，ワートマニンあるいは
LY294002 によって顕著に抑制された。このことからインスリンは PI3 キナーゼ
依存性シグナル経路を介して Rab4 の GTP/GTP 交換を活性化することが示唆さ
れる。 
 
Rab4 への[35S]GTPγS 結合に対するワートマニンの効果 
 Figure 5 はインスリン非存在下および存在下における Rab4 への[35S]GTPγS
結合に対するワートマニンの効果を示している。ワートマニンは濃度依存性に
インスリンによる Rab4 への[35S]GTPγS 結合を阻害し，その 50% 阻害濃度は
低 nM の範囲であった。興味深いことに，ワートマニンはインスリン非存在下
においても Rab4 への[35S]GTPγS の結合を抑制した。このことはインスリン非
刺激状態においてもPI3キナーゼ活性がRab4のグアニンヌクレオチド交換に必
要であり, インスリンは PI3 キナーゼを活性化することによりグアニンヌクレ
オチド交換活性を亢進している可能性を示唆する。 
 
インスリンによる Rab4 の細胞内局在変化に対するワートマニンの効果 
 最後に電気的に膜を透過性にした脂肪細胞において，インスリンによる Rab4
の細胞内局在変化に対するワートマニンの効果を検討した（Figure 6）。細胞を
100 nM ワートマニンで 10 分間前処理後，インスリンで 20 分間刺激し，膜分画
法によりミクロソーム画分と可溶性画分とを調製し，各画分の Rab4 をイムノ
ブロット法で検出した。Figure 6 に示すように，インスリンはミクロソーム画
分から可溶性画分へ Rab4 の細胞内局在をシフトさせた。細胞を 100 nM のワー
トマニンで前処理することにより，Rab4 の細胞内局在に対するインスリンの効
果は完全に抑制された。この結果は無傷細胞での Le Marchand-Brustel らの報告
（Le Marchand-Brustel,1995）を確認するものであり，Rab4 の活性化は細胞内の
膜コンパートメントからの Rab4 の解離を伴うことを示している。 
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考察 
 GTP結合蛋白であるRabファミリー蛋白は細胞内膜輸送の調節因子して機能
していると考えられている（Novic and Brennwald, 1993）。Rab4 は早期エンドソ
ームに存在し，早期エンドソームから細胞膜への細胞表面の受容体のリサイク
リングを調節していることが示されている（van der Sluijs et al., 1991;  
Kumperman et al., 1993）。また最近，Rab4 が脂肪細胞（Cormont et al., 1993）や
筋肉細胞（Le Marchand-Brustel et al., 1995; Sherman et al., 1996）において GLUT4
を含む小胞に存在し，インスリン刺激によりミクロソーム画分から細胞質画分
へと細胞内局在が変化することが示された（Cormont et al., 1993; Sherman et al., 
1996）。さまざまな状況において，GLUT4 トランスロケーションが Rab4 の細
胞内局在変化と非常によく相関するものの（Ricort et al., 1994; Le 
Marchand-Brustel et al., 1995），インスリン作用における Rab4GTPase の生理的重
要性はまだ明らかになっていない。これまでの私たちの報告では，ラット脂肪
細胞に Rab4 の C 端可変領域ドメイン合成ペプチドを導入するとインスリンに
よるグルコース取り込みや GLUT4 トランスロケーションが著明に抑制された
ことから，Rab4 はインスリンによる GLUT4 トランスロケーションに関与する
と考えられる。しかしながら Rab4 がインスリン受容体シグナルの下流にあり，
かつインスリンによって活性化されるのか，あるいは GLUT4 トランスロケー
ションにおいてシナプトブレビン（VAMP2）（Cain et al., 1992）やセルブレビン
(VAMP3)（Volchuk et al., 1995）のように受動的な役割を果たしているのかは，
まだ明らかになっていない。この点を明らかにするためには，インスリン存在
下, 非存在下における Rab4 の活性を測定する必要がある。 
 本研究では，電気的に細胞膜を透過性にしたラット脂肪細胞を用いることに
より，Rab4 の GDP/GTP 交換活性を測定した。私たちの方法は，基本的に Ullrich
らの報告（Ullrich et al., 1994）した方法と同じであるが，いくつかの利点があ
る。第 1 に，電気的に細胞膜を透過性にした細胞は，ストレプトリシン O で透
過性にした細胞に比べてインスリンの反応性が高い（Shibata et al., 1991; Suzuki 
et al., 1992; Shibata et al., 1995）。第 2 に，私たちは過剰発現した Rab 蛋白ではな
く，内因性の Rab4 への[35S]GTPγS の結合を測定した。このため，より生理的
な条件下でインスリン作用を検討することが可能である。本研究の結果は，電
気的に細胞膜を透過性にしたラット脂肪細胞において，インスリンが Rab4 へ
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の[35S]GTPγS 結合を促進することを初めて明瞭に示した（Figure 2）。このこと
から Rab4 のグアニンヌクレオチド交換反応はインスリンによって活性化され
ると考えられる。インスリンによる Rab4 への[35S]GTPγS 結合促進作用は PI3
キナーゼの阻害剤であるワートマニンや LY294002 によって著明に抑制された
ことから，PI3 キナーゼはインスリンによる Rab4 の活性化において重要である
ことが示唆される。 
 インスリンによるRab4への[35S]GTPγS 結合促進とグルコース取り込み活性
促進とは非常によく相関する。第 1 に，インスリンの[35S]GTPγS 結合促進作
用の濃度依存性はグルコース取り込み促進作用の濃度依存性と非常に一致して
いる（Figure 3）。第 2 に，インスリンによる Rab4 への[35S]GTPγS 結合はワー
トマニンにより抑制され，その 50%最大阻害濃度は低 nM の範囲であった
（Figure 5）。これはワートマニンによるグルコースの取り込み抑制濃度と相関
している（Okada et al., 1994; Kanai et al.,1993）。これらの結果は，Rab4 の活性
化がインスリンによる GLUT4 トランスロケーション促進メカニズムの一つで
ある可能性を示している。 
 インスリン非存在下でのグルコース取り込み活性に対してワートマニンはほ
とんど効果がない（Okada et al., 1994）が，Rab4 への[35S]GTPγS 結合は基礎状
態においてもワートマニンにより抑制された (Figure 5)。これまでの報告では，
PI3 キナーゼはトランスフェリン受容体, インスリン様成長因子-2 受容体, 
GLUT1 など細胞表面蛋白の，早期エンドソームから細胞膜への構成性リサイク
リングに重要であることが示されている（Shepherd et al., 1995; Kaliman et al., 
1995 ; Tsakiridis et al., 1995）。インスリン非刺激状態でのワートマニンによる
Rab4 への[35S]GTPγS 結合の抑制（Figure 5）は，インスリン非存在下において
も PI3 キナーゼが Rab4 の GDP/GTP 交換反応の重要な調節因子であることを示
唆している。この交換反応は細胞表面蛋白が構成的にリサイクリングするのに
必要であり，インスリンは PI3 キナーゼを活性化することによって Rab4 の交換
活性を亢進させると考えられる。ただし，インスリンによって活性化される PI3
キナーゼは，構成的リサイクリングを調節している他のワートマニン感受性
PI3 キナーゼとは異なっている可能性は除外できない。この点を解明するため
には，さらに研究が必要である。Rab4 の活性化とグルコースの取り込みに対す
るワートマニンの効果の違いは，「インスリンのない状態では，Rab4 で調節さ
れるエンドソームリサイクリング経路以外のコンパートメントに多くの
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GLUT4 が存在する」という私たちの以前の報告（Shibata et al., 1995）と一致す
るものであり，また Rab4 があるにもかかわらず GLUT4 小胞が不明のメカニズ
ムで細胞表面に向かう経路の途中で留まっていることを示唆している。 
 現時点ではインスリンによるRab4のGDP/GTP交換反応促進の詳細な分子機
構は明らかではない。Rab ファミリーGTPase の活性は主に２つの調節蛋白によ
って制御されている（Boguski and McCormick, 1993）。一つはグアニンヌクレオ
チド交換促進因子（GEF)であり，それは GDP 解離や GTP の結合を促進するこ
とにより Rab4 を正に調節している。もう一つは GTPase 活性化蛋白（GAP） で
あり GTP の加水分解を促進することにより Rab を不活性化している。最近
Bortoluzzi らは，3T3-L1 細胞の膜画分中に Rab4 に対する GAP 活性の存在を報
告した（Bortoluzzi et al.,1996）が，インスリンは Rab4-GAP の活性や細胞内局
在に影響を与えなかった。本研究の結果は，インスリンが未同定の Rab4 に対
する GDP/GTP 交換因子を活性化することを示しており，そしてインスリンに
よるグルコース取り込み促進のメカニズムについて貴重な洞察を与えるもので
ある。 
 結論として，本研究は, ラット脂肪細胞においてインスリンがグアニンヌク
レオチド交換を促進することにより Rab4 を活性化することを初めて明瞭に示
したものである。インスリンによる Rab4 の活性化はワートマニンおよび
LY294002 に感受性を示したことから，Rab4 はインスリンで活性化される PI3
キナーゼの下流にあることが示唆される。本研究の結果は Rab4 が GLUT4 トラ
ンスロケーションを含む小胞輸送におけるインスリン作用の細胞内標的分子の
一つであることを示している。 
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Figure 1  Radioactivity associated with immunopellet. Adipocytes in buffer X 
were incubated for 30 min at 37 °C and then permeabilized as described under 
"Experimental Procedures." The permeabilized cells were incubated with 50 µM 
[35S]GTPγS for 30 min. At the end of the incubation, the cells were washed and 
homogenized as described under "Experimental Procedures." The homogenate was 
divided into five aliquots and incubated for 40 min at 4 °C with or without anti-Rab4 
antibodies in the presence of protein G-Sepharose and the indicated concentrations of 
the antigen peptide. The radioactivity associated with the protein G-Sepharose beads 
was measured as described under "Experimental Procedures." The results are the 
means ± S.D. of three determinations. 
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Figure 2  Time course of [35S]GTPS binding to Rab4 in basal and 
insulin-stimulated electrically permeabilized adipocytes. Adipocytes in buffer X 
were incubated for 30 min at 37 °C and then permeabilized as described under 
"Experimental Procedures." The cells were incubated with 50 µM [35S]GTPγS in the 
absence (open circle) or the presence (closed circle) of 100 nM insulin for the indicated 
period. The amount of [35S]GTPγS bound to Rab4 was measured as described under 
"Experimental Procedures." The results are the means ± S.D. of three determinations. 
 
 
 
 
 
 
 
 51
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3  Effects of insulin on [35S]GTPS binding to Rab4 and glucose transport 
activities. Adipocytes in buffer X were incubated for 30 min at 37 °C and then 
permeabilized as described under "Experimental Procedures." A, the cells were 
incubated for 30 min with 50 µM [35S]GTPγS in the presence of the indicated 
concentrations of insulin. The amount of [35S]GTPγS bound to Rab4 was measured as 
described under "Experimental Procedures." B, the cells were incubated for 15 min 
with the indicated concentrations of insulin and the glucose transport activity was 
assayed. The results are the means ± S.D. of three determinations. 
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Figure 4 Effects of wortmannin or LY294002 on [35S]GTPS binding to Rab4 or 
glucose transport stimulated by insulin. Adipocytes in buffer X were incubated for 
30 min and then permeabilized as described under "Experimental Procedures." A, the 
permeabilized cells were incubated for 10 min without or with 100 nM wortmannin or 
50 µM LY294002, then incubated for 30 min with 50 µM [35S]GTPγS in the absence 
or presence of 100 nM insulin. The amount of [35S]GTPγS bound to Rab4 was 
measured as described under "Experimental Procedures." B, the permeabilized cells 
were incubated for 10 min without or with 100 nM wortmannin or 50 µM LY294002, 
then incubated for 15 min in the absence (open column) or presence (hatched column) 
of 100 nM insulin. At the end of the incubation, the glucose transport activity was 
assayed. The results are the means ± S.D. of three determinations.  
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Figure 5 Effects of wortmannin on [35S]GTPS binding to Rab4 in basal or 
insulin-stimulated cells. Adipocytes in buffer X were incubated for 30 min and then 
permeabilized as described under "Experimental Procedures." The permeabilized cells 
were incubated for 10 min with the indicated concentrations of wortmannin, then 
incubated for 30 min with 50 µM [35S]GTPγS in the absence (open circle) or 
presence (closed circle) of 100 nM insulin. The amount of [35S]GTPγS bound to Rab4 
was measured as described under "Experimental Procedures." The results are the 
means ± S.D. of three determinations. 
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Figure 6 Effects of wortmannin on insulin-induced Rab4 redistribution. 
Adipocytes in buffer X were incubated for 60 min at 37 °C and then permeabilized as 
described under "Experimental Procedures." The cells were incubated for 10 min 
without or with 100 nM wortmannin, then incubated for 20 min in the absence or 
presence of 100 nM insulin. At the end of the incubation, the cells were washed, 
homogenized, and subjected to subcellular fractionation and immunoblotting as 
described under "Experimental Procedures." A, representative immunoblot data. B, 
relative amounts of Rab4. The relative intensities of Rab4 bands were quantified by 
using FUJIX BAS2000 bio-imaging analyzer. a, microsomal fractions. b, soluble 
fractions. The results are the means ± S.D. of three determinations. *p < 0.05 versus 
basal value; **p < 0.01 versus basal value 
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第3部 ダイナミンを過剰発現させた GLUT4 の細胞内局    
    在の検討: ダイナミンは GLUT4 エンドサイトー     
    シスにおいて GTPase を調節している 
要旨 
 インスリン受容体と GLUT4 を発現させたチャイニーズハムスター卵巣
（CHO）細胞に野生型および変異型ダイナミン cDNA を遺伝子導入し, 免疫蛍
光顕微鏡法で GLUT4 の細胞内分布を検討した。インスリン非刺激時に, 野生型
ダイナミンを過剰発現させた細胞では GLUT4 はすべて細胞内に分布していた
が, 変異型ダイナミンを過剰発現させた細胞では GLUT4 は細胞表面に分布し
た。インスリン刺激により, 野生型ダイナミンを発現した細胞では GLUT4 は細
胞膜上に移行したが変異型ダイナミンを発現した細胞ではほとんど変化がなか
った。インスリンで刺激した後ワートマニンで処理すると野生型ダイナミンを
発現した細胞では GLUT4 が細胞内へと再分布したが, 変異型ダイナミンを発
現した細胞では GLUT4 は細胞膜上に分布したままだった。このことからダイ
ナミンはGLUT4のエンドサイトーシスに関与するGTPaseであることが示唆さ
れた。 
 
序論 
 インスリンは筋肉や脂肪細胞においてグルコーストランスポーターのアイソ
フォームである GLUT4 の細胞内プールから細胞膜へのトランスロケーション
を促進することによりグルコースの取り込みを促進する（Mueckler, 1994; Gould 
and Holman, 1993; James et al.,1994）。しかしインスリンの細胞内シグナル経路に
ついては未だ不明である。これまでの報告では、インスリンの有無に関わらず
GLUT4 は細胞膜からエンドサイトーシスによって細胞内に戻っていくことが
示されている（Jhun et al.,1992; Yang et al.,1993; Czech and Bucton, 1993）。形態学
的な検討ではGLUT4は細胞膜のクラスリン被覆小窩に存在している（Slot et al., 
1991; Robinson et al.,1992）。またラット脂肪細胞においては GLUT4 はクラスリ
ン被覆小胞に存在することから（Chakrabarti et al., 1994）, GLUT4 はクラスリン
被覆小胞を介してエンドサイトーシスされると考えられる。一方、私たちは以
前 GLUT4 のエンドサイトーシスが GTPγS により抑制されるが GTP によって
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促進されるということを報告した（Shibata et al., 1995）。これは GLUT4 のエン
ドサイトーシスが GTP 結合蛋白によって調節されており、GTP の加水分解が
この過程には重要であることを示唆している。 
 最近, 細胞膜蛋白のクラスリンを介したエンドサイトーシスがダイナミンに
よって調節されているということが報告された。ダイナミンはクラスリンを介
するシナプス小胞や細胞膜受容体のエンドサイトーシスに関与する分子量 100 
kDa の GTPase である（Robinson et al., 1994; Urrutia et al., 1997）。これまでに少
なくとも３種類の哺乳類ダイナミン遺伝子が報告されている。ダイナミン I は
神経組織に発現し, ダイナミン II は普遍的に、またダイナミン III は精巣に特異
的に発現している。ダイナミン I は神経組織に特異的に発現しているが、変異
ダイナミン I を過剰発現した HeLa 細胞や COS-7 細胞ではトランスフェリン受
容体のエンドサイトーシスが抑制されることが報告されている （van der Bliek 
et al., 1993; Herskovits et al., 1993）。このことから変異ダイナミン I は非神経細胞
においてもクラスリンを介するエンドサイトーシスを抑制する効果を持つと考
えられる。ダイナミンは最初ラットの脳より単離され（Obar et al., 1990）,その
後ショウジョウバエの shibire遺伝子産物のホモログであることが判明した（van 
der Bliek et al.,1991; Chen et al.,1991）。GTP 結合部位を変異させたダイナミンを
過剰発現させると受容体を介したエンドサイトーシスが抑制されることが報告
されている（van der Bliek et al., 1993; Herskovits et al., 1993）。さらにダイナミン
の GTP 加水分解はクラスリン被覆小胞が細胞膜から分離するのに重要である
ことが報告されている（Takei et al., 1995）。これらの報告はダイナミンが GLUT4
のエンドサイトーシスにも関与している可能性を示唆する。本研究では、
GLUT4 のエンドサイトーシスによるダイナミンの役割を検討するために、イン
スリン受容体と GLUT4 を発現させた CHO 細胞に GTP 結合能を欠く K44E 変異
ダイナミンを過剰発現し, GLUT4 の局在を免疫蛍光法により検討した。 
 
 
実験方法 
材料 
 ポリクローナル GLUT4 抗体は既報のごとくラットより作成した（Shibata et  
al., 1995）。抗ダイナミン抗体はラット脳ダイナミン I の C 端 20 個のアミノ酸由
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来の 合成ペプチド(C)VPSRPNRAPPGVPRITISDP（Herskovits et al., 1993）をモ
ルモットに免疫して作製した。 
 
細胞培養とトランスフェクション 
 ヒトインスリン受容体を発現した CHO (CHO-IR)細胞（Ando et al., 1992）は
東京大学の門脇孝博士より供与を受けた。同細胞を 5 mM NaHCO, 20 mM 
HEPES/NaOH, pH 7.4, 75 μg/ml ペニシリン, 50 μg/ml ストレプトマイシン、10%
牛胎児血清（GIBCO-BRL）を含むハム F12 培地中で 95% 気相 5% CO2 混合ガ
スのもとで培養した。 
 ヒト GLUT4 の cDNA（千葉大学清野進博士より供与）を pCEP4 発現ベクタ
ー（Invitrogen）にサブクローンし, LipofectoAMINE （Invitorogen）試薬を用い
て CHO-IR 細胞に導入とした。 
遺伝子導入した細胞を 300 μg/ml ハイグロマイシン B を含む培地で培養し耐性
コロニーを選別した。GLUT4 の発現は既報のごとく（Shibata et al., 1995）イム
ノブロッティングで確認した。 
 
蛍光免疫染色による検討 
 GLUT4 を発現した CHO-IR (CHO-IR-GLUT4)細胞をカバーガラスに蒔き、
pCXN2 発現ベクター（Shibata et al.,1996）に組み込んだ野生型および変異ラッ
トダイナミン cDNA （Worcester Foundation for Experimental BiologyのR. B. Valee
博士より供与）（Herskovits et al., 1993）を一過性に導入した。遺伝子導入した
細胞を 1% 酢酸エタノール液で氷上で 5 分間固定した。固定した細胞を PBS で
洗浄後, Solution A（0.1% サポニン, 0.4% 牛血清アルブミンを含む PBS）で 10
分間処理し, 膜を透過性にした。PBS で 5% に希釈したヤギ血清で 30 分間ブロ
ッキングした後, ウサギ抗 GLUT4 抗体とモルモット抗ダイナミン抗体と室温
で一晩反応させた。 Solution Aで洗浄後LRSCでラベルされたロバ抗ウサギ IgG 
(Jackson Immunoresearch, West Globe, PA)と DTAF でラベルされたロバ抗モルモ
ット IgG で１時間インキュベートした。 その後 PBS で洗い 22% ポリビニル
アルコール（和光）, 56 mM Tris/HCl (pH 9.0), 11% グリセロール, 5% 1,4-ダイア
ザビサイクロ[2,2,2]オクタンで封入し, AX-70 epi-fluorescence microscope (オリ
ンパス)で観察した。画像は CCD カメラ（PXL1400, Photometrics, Tucson, AZ）
にて撮影し IPLab Spectrum software （Signal Analytics, Vienna, VA)で解析した。 
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結果 
1. GLUT4 cDNA 発現の確認 
 CHO-IR 細胞に GLUT4 cDNA を発現させた細胞を GLUT4 の抗体を用いてウ
エスタンブロットにて発現を確認した。Figure 1 に示すように CHO-IR 細胞で
は GLUT4 は全く発現してなかったが GLUT4 cDNA をトランスフェクションし
た細胞では多量の GLUT4 が発現していた。データには示していないが, 免疫蛍
光染色による検討では, 約 80% ほどの細胞が GLUT4 陽性であった。 
 
2. ダイナミン cDNA を導入後の GLUT4 の細胞内局在 
 野生型または変異ダイナミン cDNA を CHO-IR-GLUT4 細胞にトランスフェ
クションし 48 時間後に 2 重染色により GLUT4 の細胞内局在を検討した。 
Figure 2 上段は野生型ダイナミンを下段は変異ダイナミンを発現させた
CHO-IR-GLUT4 細胞を示す。細胞は抗ダイナミン抗体（a および d）, 抗 GLUT4
抗体（b および e）で染色を行った。野生型ダイナミンと GLUT4 の両方が発現
している細胞は全体の 5% 以下だったが、両者の発現した細胞では GLUT4 は
細胞内に局在していた。一方, 変異ダイナミンを過剰発現させた細胞では
GLUT4 は細胞表面に分布していた（Figure 2）。 
 
3. インスリンによる GLUT4 トランスロケーションの効果 
 固定の前に 100 nM インスリンで 30 分刺激し, インスリンによる GLUT4 ト
ランスロケーションを検討した。Figure 3 上段は野生型ダイナミンを発現させ
た細胞,下段は変異ダイナミンを発現させた細胞である。細胞は抗ダイナミン抗
体（a および d）, 抗 GLUT4 抗体（b および e）で染色 を行った。野生型ダイ
ナミン発現細胞ではインスリン刺激により GLUT4 の細胞内コンパートメント
から細胞膜への局在変化がみられたが、変異型ではみられなかった（Figure 3）。
Figure 3b に示すように, 野生型ダイナミンをトランスフェクションした細胞で
は, トランスフェクションされてない細胞と比較すると GLUT4 のトランスロ
ケーションより明瞭に認められた。ダイナミンを過剰発現させることで GLUT4 
のトランスロケーションが増強するメカニズムは明らかではない。 
 
4. ダイナミンによる GLUT4 エンドサイトーシスの作用 
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 GLUT4 が常に細胞内コンパートメントと細胞膜の間をリサイクルしている
ことを考慮すると, 変異型ダイナミンを発現させた細胞において GLUT4 が細
胞膜に局在することは, GLUT4 のエキソサイトーシスが促進されたかエンドサ
イトーシスが抑制されたことを意味する。この点を明らかにするためにインス
リンで刺激した細胞を PI3 キナーゼ阻害剤であるワートマニンで処理し検討を
行った。ワートマニンは GLUT4 のエキソサイトーシスを抑制するがエンドサ
イトーシスには作用しないと報告されているので（Yang et al.,1996）, ワートマ
ニン処理により GLUT4 のエキソサイトーシスを抑制しエンドサイトーシスだ
けを観察することが可能となる。Figure 4 に示すようにインスリンで前処理し
た細胞を 100 nM ワートマニンで処理すると野生型ダイナミンを発現した細胞
では細胞膜上の GLUT4 は消失し細胞内へと再分布した。しかし変異型ダイナ
ミンを発現した細胞ではワートマニンを加えても GLUT4 は細胞膜上にとどま
っていた。 
 
考察 
 本研究では GLUT4 のエンドサイトーシスにおけるダイナミンの役割を検討
するために、CHO-IR-GLUT4 細胞に GTP 結合能を欠く変異ダイナミンを過剰
発現し GLUT4 の局在を検討した。最近の形態的および生化学的研究による, 筋
肉細胞や脂肪細胞では GLUT4 は特殊なコンパートメントに分布しており, そ
こからインスリン作用により細胞膜へエキソサイトーシスによって移行すると
考えられているため, CHO-IR-GLUT4細胞はインスリンによるGLUT4のエキソ
サイトーシスを研究する細胞としては適切ではないかも知れない。しかしなが
ら、これらのインスリン反応性細胞における GLUT4 エンドサイトーシスの初
期ステップの機構は CHO-IR-GLUT4 においても同じ機構である可能性がある。
なぜなら GLUT4 はエンドサイトーシスの普遍的な機構の一つであるクラスリ
ン被覆小胞を介してエンドサイトシースされるからである。 
 本研究では、トランスフェリン受容体のエンドサイトーシスを抑制すること
が報告されている GTP 結合能を欠く K44E 変異ダイナミン I を CHO 細胞に発
現させることにより, GLUT4 が細胞内コンパートメントから細胞表面に再分布
すること、またこの GLUT4 の分布ははワートマニン添加によっても影響され
ないことを示した（Figure 2 および 4）。野生型ダイナミンを過剰発現した細胞
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では, インスリンにより GLUT4 のトランスロケーションは増強されたが, 
GLUT4 の局在は通常の CHO-IR-GLUT4 細胞と同じであった（Figure 3）。 
 GLUT4 の細胞膜への局在は、エンドサイトーシスの抑制か, あるいはエキソ
サイトーシスの促進により生じると考えられる。この細胞での GLUT4 トラン
スロケーションのメカニズムを検討するために, 細胞をワートマニンで処理を
して実験を行った。ワートマニンは GLUT4 のエキソサイトーシスは強く抑制
するがエンドサイトーシスは抑制しないことが知られている（Yang et al., 1996）。
このため, ワートマニンで処理した細胞では細胞膜への GLUT4 のエキソサイ
トーシスによる補充がないため, 細胞膜からのエンドサイトーシスによる除去
のみを観察可能である。Figure 4に示すように, 変異型ダイナミン発現細胞では,
ワートマニンを加えても GLUT4 は細胞膜上に存在したままであったことから,
変異ダイナミン発現細胞における見かけ上の GLUT4 トランスロケーションは,
変異ダイナミンの発現によって GLUT4 のエンドサイトーシスが抑制されたた
めと考えられる。 
 本研究の結果は, ダイナミンが GLUT4 のエンドサイトーシスに重要な役割
を果たすことを示すものであり, また GLUT4 が GTP 加水分解を必要とするク
ラスリンを介する機構によりエンドサイトーシスされるというこれまでの成績
と一致するものである。 
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Figure 1  Expression of GLUT4 in CHOIR and CHOIR-GLUT4 cells. CHOIR（lane1）and 
CHOIR-GLUT4 （lane2）cells grown on 100 mm plate were washed with PBS and 
homogenized by aspiration through 22-gauge needle. The post-nuclear fraction were 
subjected to immunoblotting with anti-GLUT4 antibdy. 
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Figure 2  Subcellular distribution of GLUT4 in dynamin-transfected cells. 
CHOIR-GLUT4 cells were transfected with wild-type（a,b, and c）or K44E mutant（d,e, 
and f）dynamin cDNA and cultured for 48 hrs. Cells were incubated in serum-free 
medium for 3 hrs before double immuno-fluorescence staining with anti-dynamin（a 
and d）and anti-GLUT4（b and e）antibodies. c and f, Nomarski differential 
interference-contrast images. Bar, 10 μm. 
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 Figure 3  Effects of insulin stimulation on subcellular distribution of GLUT4 in 
dynamin-transfected cells. CHOIR-GLUT4 -WT（a,b, and c）or CHOIR-GLUT4 -K44E（d,e, 
and f）cells were incubated with 100 nM insulin for 30 min before double 
immuno-fluorescence staining with anti-dynamin（a and d）and anti-GLUT4（b and e）
antibodies. c and f, Nomarski differential interference-contrast images. Bar, 10 μm. 
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Figure 4  Effects of wotmannnin on subcellular distribution of GLUT4 in 
insulin-stimulated cells. CHOIR-GLUT4 -WT（a,b, and c）or CHOIR-GLUT4 -K44E（d,e, and 
f）cells were incubated with 100 nM insulin for 30 min, followed by addition of 
wortmannin（100 nM）for 15 min before double immuno-fluorescence staining with 
anti-dynamin（a and d）and anti-GLUT4（b and e）antibodies. c and f, Nomarski 
differential interference-contrast images. Bar, 10 μm. 
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第4部 ラット脂肪細胞におけるマストパランのグルコース
取り込み作用の 2 面性 
 
要旨 
 マストパランはスズメバチの毒から単離されたアミノ酸 14 個からなるペプ
チドで，ラット脂肪細胞においてグルコースの取り込みを促進することが示さ
れているが，その作用機構は未だ解明されていない。本研究では，ラット脂肪
細胞におけるマストパランの作用機構を検討した。マストパラン濃度 20 μM 以
上では細胞からの乳酸デヒドロゲナーゼの漏出が濃度依存性に生じ，これはマ
ストパランによるグルコースの取り込み促進効果と非常に相関していた。マス
トパランによるグルコースの取り込みは，KCN で ATP を枯渇させても，また
グルコーストランスポーターの直接阻害剤であるフロレチンの添加によっても
抑制されなかった。このことから，マストパランのグルコース取り込み促進作
用はグルコーストランスポート系の活性化を介するものではないことが示唆さ
れた。一方，15 μM 以下の低濃度のマストパランは，有意な LDH 漏出を起こ
さず，アデノシンデアミナーゼ存在下ではインスリンによるグルコース取り込
み促進効果と Akt のリン酸化を増強した。マストパランの効果はフェニルイソ
プロピルアデノシンと相加性はなく，ラット脂肪細胞を百日咳毒素 1 μg/ml で
２時間処理することにより完全に抑制された。以上のように，本研究によって
ラット脂肪細胞におけるグルコース取り込みに対するマストパランの作用の 2
面性が明らかになった。15 μM 以下の低濃度においては，マストパランは百日
咳毒素感受性 Gi 蛋白に依存した機構により，グルコース取り込みに対するイン
スリンの作用を増強する。しかしながら高濃度においては, マストパランは細
胞膜の非特異的な透過性を亢進させることにより， LDH の漏出とグルコース
トランスポーターを介さないグルコースの取り込みを促進する。 
序論 
 インスリンは脂肪細胞および骨格筋・心筋においてグルコーストランスポー
ターのアイソフォームである GLUT4 を細胞内コンパートメントから細胞膜へ
トランスロケーションさせることによりグルコースの取り込みを促進する
（Bryant et al., 2002）。このインスリンによる GLUT4 トランスロケーション促
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進作用の分子機構は未だ解明されていないが，三量体型 GTP 結合蛋白が直接的
あるいは間接的にインスリンによるグルコースの取り込み作用に関与している
ことが，これまで報告されている。第 1 点として，脂肪細胞において，Gs ま
たは Gi 共役受容体の刺激は，細胞膜分画での GLUT4 量の変化を伴うことなく，
インスリンによるグルコースの取り込み促進効果を，それぞれ正および負に調
節するが（Kuroda et al., 1987），最近の研究は，これらの三量体型 GTP 結合蛋
白は GLTU4 小胞の細胞膜との融合を調節していることを示している（Ferrara 
and Cushman, 1999; Yang et al., 2002）。第 2 点として，へテロダイマー型ホスフ
ァチジルイノシトール 3-キナーゼのアイソフォームである（p110β/p85）は，
GTP 結合蛋白のβγサブユニットと IRS-1 の PI3 キナーゼの p85 調節サブユニ
ットへの結合部位に相当するリン酸化チロシンペプチドとによって相乗的に活
性化される（Okada et al., 1996）。そのような機構は，アデノシンのような Gi
共役受容体アゴニストによるインスリンの Akt 活性化やグルコース取り込み作
用の増強に関与しているかも知れない（Takasuga et al., 1999）。第 3 点として，
Gαi2 はチロシンホスファターゼ 1B（PTP1B）を負に調節していることが示さ
れている（Tao et al., 2001）。Gαi2 の活性化は PTP1B を抑制し, グルコース取
り込みやグリコーゲン合成においてインスリン様作用を起こす。一方，Gαi2
の抑制は PTP1B の活性化によりインスリン抵抗性を起こす（Moxham and 
Malbon, 1996; Chen et al., 1997; Song, et al., 2001）。第４点として，ブラジキニン
は Gq 依存性かつ PI3 キナーゼ非依存性の経路で GLUT4 のトランスロケーシ
ョンを起こすことが報告されている（Kishi et al., 1998）。その後の研究では，構
成性活性型Gαq/Gα11はGLUT4のトランスロケーションやグルコースの取り
込みを活性化するが，不活性型 Gαq/Gα11 はインスリンによる GLUT4 のトラ
ンスロケーションを抑制することが示されている（Imamuraet et al., 1999; 
Kanzaki et al.,2000）。 
 インスリン作用における GTP 結合蛋白の役割に関して，私たちはこれまでに
スズメバチ毒由来の両親媒性ペプチドであるマストパランが，ラット脂肪細胞
において 3-O-メチルグルコースの取り込みを促進することを報告した（Suzuki 
et al., 1992）。しかし，その作用機序はまだ明らかではない。マストパランは Gi
や Go などの三量体型 GTP 結合蛋白の GDP/GTP 交換反応を活性化し
（Higashijima et al., 1988），さまざまな細胞でエキソサイトーシスを促進するこ
とが報告されている（Aridor et al., 1990; Ozaki et al., 1990; Komatsu et al., 1992; 
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Mau, et al., 1994; McFerran et al., 1995; Ohara-Imaizumi et al., 2001)ことから，マス
トパランが三量体型 GTP 結合蛋白を活性化することにより GLUT4 小胞のエキ
ソサイトーシスと細胞膜との融合を促進するという可能性が考えられる。一方，
マストパランには，ヌクレオシド二リン酸キナーゼ（Kikkawa et al., 1992）, フ
ォスフォリパーゼ C（Schnabel et al., 1997）, フォスフォリパーゼ D （Chahdi et 
al., 2003）の活性化や ATP 感受性 K チャネルの不活性化（Eddlestone et al., 1995）
といった，三量体型 GTP 結合蛋白に依存しない作用が報告されている。さらに
マストパランは，三量体型 GTP 結合蛋白に非依存性に，膜リン脂質の撹乱によ
り細胞膜の透過性を促進することが知られている（Wirson,1989; Eng and Lo, 
1990; Taminmura et al., 1991l Mizuno et al., 1998）。したがって，マストパランは
GTP 結合蛋白とは無関係の機構によってグルコースの取り込みを活性化させ
る可能性も考えられる。 
 本研究では，ラット遊離脂肪細胞におけるグルコース取り込みに対するマス
トパランの作用について検討した。本研究の結果は，マストパランのグルコー
ス取り込み作用には２面性があることを明らかにした。20 μM 以上の濃度のマ
ストパランによるグルコースの取り込み促進は，グルコーストランスポート系
の活性化ではなく，非特異的な膜の透過性亢進作用に由来するものであった。
一方，膜の透過性に影響しない 15 μM 以下の濃度では，マストパランは細胞外
アデノシンのない状態で，百日咳毒素感受性の機構によりグルコース取り込み
や Akt 活性化に対するインスリン作用を増強した。加えるに，本結果は百日咳
毒素感受性 GTP 結合蛋白はインスリンによるグルコース取り込み促進作用に
直接的には関与しないことを示している。 
 
実験方法 
材料 
3-O-[3H]メチル D グルコースは Dupont 社（Boston, MA）から購入した。マスト
パラン, Mas7, Mas17 は Bachem（King of Prussia, PA）とペプチド研（大阪, 日本）
より購入した。アデノシンデアミナーゼ, ワートマニン, 百日咳毒素は Sigma
社（St. Louis, MO）から購入した。ワートマニンはジメチルスルホキシド
（DMSO）に 1 mM の濃度になるように溶解した。フェニルイソプロピルアデ
ノシン, 乳酸脱水素酵素アッセイキットは和光純薬（京都, 日本）から購入した。
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RHC80267 は BIOMOL 社（Plymouth Metting, PA）から購入した。GLUT4 ポリ
クローナル抗体は既述の如く本研究室で作製した（Shibata et al., 1995)。抗リン
酸化 Akt 抗体は Cell Signaling 社（Beverly, MA）から購入した。 
 
ラット脂肪細胞の調整 
 遊離脂肪細胞は Sprague-Dawley 種雄ラット（チャールズリバー社, 約
170-200 g）の傍副睾丸脂肪組織からコラゲナーゼ法により調製した（Rodbell, 
1964）。特別な場合を除き，遊離脂肪細胞は Buffer A （40 mg/ml ウシ血清アル
ブミン, 3 mM ピルビン酸ナトリウムを含む 25 mM Krebs-Henseleit Hepes buffer, 
pH 7.4）に懸濁した。また Buffer X と呼ばれる高 K+/低 Ca2+のバッファー (118.0 
mM KCl, 4.74 mM NaCl, 0.38 mM CaCl2, 1.0 mM EGTA, 1.18 mM MgSO4, 1.18 
mM KH2PO4, 23.4 mM Hepes/KOH, 40 mg/ml ウシ血清アルブミン, 3 mM ピルビ
ン酸ナトリウム, pH 7.4)を用いた（Shibata et al., 1991）。 
  
3-O-メチル-D-グルコースの取り込みの測定 
 グルコーストランスポート活性は既述の如くオイルフローテーション法を用
いて 0.1 mM 3-O-メチル-D-グルコースの取り込み速度を測定した（Liu bin et al., 
2003)。 
 
LDH 漏出の測定 
 サイトクリット 21.3% の脂肪細胞を Buffer A 中で 37°C で 15 分間インキュベ
ートした。インキュベーション後，1,000 x g で 30 秒遠心により細胞とバッファ
ーを分離し，バッファー中の LDH 活性を LDH-HA テストアッセイキット（和
光純薬, 京都, 日本）を用いて測定した（Shibata  et al., 1991）。 
 
ホスホジエステラーゼ活性の測定 
 ホスホジエステラーゼ活性は既報の如く，ラット脂肪細胞のマイクロゾーム
画分を用いて測定した(Shibata et al., 1991)。 
 
脂肪分解の測定 
 脂肪分解（遊離脂肪酸産生）は既述の如く滴定法により測定した（Shibata et 
al., 1991; Umekawa, et al., 1997) 。 
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イムノブロッティング 
 脂肪細胞はホモゲナイジングバッファー（50 mM HEPES/Na pH 7.5, 100 mM 
KCl, 10% Glycerol, 0.2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM microcystin-LR, 
1 μg/ml pepstatin A, 20 KIU/ml aprotinin, 1 μg/ml leupeptin, 0.2 mM PMST, 10 mM 
NaF , 50 mM β-glycerophosphate）でホモゲナイズした。3,000 x g，2 分間遠心
後，脂肪層の下方の画分を SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動と抗セリン
473 リン酸化 Akt 抗体を用いたイムノブロッティングに供した。イムノブロッ
トは ECL システム（アマシャムバイオサイエンス）と LAS3000 ルミネッセン
トイメージアナライザー（富士フィルム, 東京）を用いて画像化し定量を行っ
た。 
 
 ここに示したすべての実験結果は，異なるバッチの脂肪細胞を用いて実験を
繰り返すことにより確認した。 
 
結果 
 
1．マストパランによるグルコースの取り込み促進は ATP 非依存性機構による 
 まず初めにマストパランとそのアナログでグルコース取り込みを測定した
（Figure 1）。マストパラン（○）は 3-O-メチルグルコースの取り込みを濃度依
存性に促進した。濃度反応曲線はベル型で，グルコース取り込みの促進は 50 μM
で最大値に達し，それ以上の高濃度では低下した。GTP 結合蛋白に対してマス
トパランより強い活性を示すアナログである Mas7（ Higashijima et al., 1990）
（●）もまた，二相性にグルコース取込みを促進した。Mas7 によるグルコース
の取り込み促進の最大効果はマストパランよりも低濃度（30 μM）でみられた
が，最大値はマストパランを超えるものではなかった。一方，マストパランの
不活性化アナログである Mas17 （Higashijima et al., 1990）（▲）にはグルコー
ス取り込み促進効果はみられなかった。このように，グルコースの取り込みに
対するマストパランおよびアナログの効果は GTP 結合タンパク活性化能と相
関した。次に脂肪細胞の ATP を枯渇させた条件下でのグルコースの取り込みを
検討した（Figure 2）。3m M KCN 処理により細胞内の小胞輸送を止めると，イ
ンスリンによるグルコース取り込み促進効果は著明に抑制されたが，マストパ
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ランの効果は抑制されなかった。このことから，マストパランのグルコース取
り込み促進効果はGLUT4やGLUT1が細胞膜上にトランスロケーションを起こ
す事によるものではないと考えられる。 
 
2．ラット脂肪細胞からの LDH 漏出に対するマストパランの効果 
 マストパランは GTP 結合蛋白活性化作用の他に，膜の燐脂質を撹乱すること
により膜の透過性を亢進する作用がある。膜透過性の亢進はグルコーストラン
スポーターを介さないグルコースの取り込みを増強することが考えられるため
（Wilson, 1989; Eng and Lo, 1990; Tanimura et al., 1991; Mizuno et al.,1998），膜の
透過性に対するマストパランの効果を検討した。Figure 3 は脂肪細胞からの乳
酸脱水素酵素（LDH）漏出に対するマストパランおよびそのアナログの効果を
検討したものである。マストパラン（●）20 μM 以上の添加により，有意に LDH
の漏出が増大した。マストパランのグルコースの取り込み促進効果は 50 μM で
最大値に達した（Figure 1）が，この濃度ではマストパランによる LDH の漏出
は全 LDH 量の 84.7% であった。Mas7（○）はマストパランよりも強い LDH
漏出効果を示したが，Mas17（△）は LDH 漏出には無効果であった。重要な点
として，LDH 漏出に対するマストパランとそのアナログの効果は，グルコース
取り込み促進効果と密接に相関した。マストパラン 100 μM 以上または Mas7 50 
μM 以上の濃度では細胞内のほとんどの LDH が漏出されたことから，高濃度で
のグルコース取り込み活性の低下は，おそらく膜の破壊による細胞障害による
ものと考えられた。このことから，マストパランによるグルコースの取り込み
促進作用は，非特異的な膜の破壊による透過性の亢進によるものであり, 
GLUT4 や GLUT1 のトランスロケーションや活性化等のグルコーストランス
ポート系の活性化によるものではない可能性が示唆された。 
 
3．マストパランによるグルコース取り込みはグルコーストランスポーターを介
さない 
 この可能性を検討するため，グルコーストランスポーターの直接の阻害剤で
あるフロレチンを用いて，マストパランによる 3-O-メチルグルコース取込み活
性の効果を検討した（Figure 4）。黒いカラムに示すようにフロレチンはインス
リンによるグルコース取り込み活性化を完全に抑制した。このことはインスリ
ンによって活性化されるグルコースの取り込みはGLUT4やGLUT1のグルコー
 73
ストランスポーターを介していることを示している。しかし 50 μM のマストパ
ランによるグルコース取込みに対しては，フロレチンの効果はほとんど見られ
なかった。このことからマストパランはグルコーストランスポーターを介さな
い機構によりグルコース取り込みを促進することが示唆された。これらの結果
は，高濃度（20 μM 以上）のマストパランによるグルコースの取り込み促進効
果は細胞膜の透過性亢進によるものであるという考えと合致する。 
 
4．インスリンのグルコース取込みと Akt 活性化作用に対するアデノシンデアミ
ナーゼの効果 
 脂肪細胞によって放出されるヌクレオシドであるアデノシンは，細胞外シグ
ナルとして作用することによりインスリン感受性に影響を及ぼすことが示され
ている。たとえば，アデノシンデアミナーゼは細胞外アデノシンを不活化する
ことによりグルコース取り込みにおけるインスリン感受性を減少させることが
報告されている （Green and Newsholme, 1979; Joost and Steinfelder, 1982）。この
感受性はアデノシンのアナログであるフェニルイソプロピルアデノシン(PIA)
により回復する（Kuroda et al., 1987）。アデノシンは百日咳毒素感受性の Gi タ
ンパクと共役した A1 受容体を介して作用する。マストパランは Gi タンパクの
GDP/GTP 交換反応を促進するためマストパランがアデノシンと同様にインス
リン感受性に影響するかどうかを検討した。この検討のために，LDH 漏出が起
きない濃度のマストパランを用いた。また膜の破壊効果を少なくするために高
K+/低 Ca2+バッファー（Buffer X）を用いてマストパランの効果を検討した。そ
の理由は，Buffer A 中では細胞膜の透過性亢進によりインスリンの効果が大き
く減少するが Buffer X ではそのような効果は起きない 32)。 
 Figure 5 はアデノシンデアミナーゼ存在下におけるグルコースの取り込みと
Akt のリン酸化を検討したものである。アデノシンデアミナーゼの添加により，
インスリンによるグルコース取込み活性化の濃度反応曲線は右にシフトした。
しかしインスリンの最大効果は抑制されなかった。このことから，この実験条
件下では内因性のアデノシンはグルコース取り込みにおける，見かけのインス
リン感受性を増強すると考えられる。 
 次に，このグルコース取り込みに対するインスリン作用の抑制はインスリ
ン・シグナル経路の抑制からくるのかどうかを検討した。Figure 5B は，インス
リンによる Akt のリン酸化に対するアデノシンデアミナーゼの効果を検討した
 74
ものである。リン酸化 Akt を定量したものを Figure 5C に示した。白のカラム
はアデノシンデアミナーゼ非存在下, 黒のカラムは存在下をそれぞれ示してい
る。アデノシンデアミナーゼ処理によりインスリンによる Akt のリン酸化は
50 %以上抑制された。これはアデノシンデアミナーゼ処理によりインスリンに
よる PI3 キナーゼ活性化が著明に抑制される 6)という他の報告と一致する。興
味深いことに，グルコースの取り込みに対しては，アデノシンデアミナーゼは
最大効果は抑制せずに，主にインスリン感受性を低下させたが，インスリンに
よる Akt のリン酸化に対しては最大効果を抑制した。インスリンによるグルコ
ースの取り込み作用と Akt のリン酸化とに対してアデノシンデアミナーゼが異
なる効果を示す理由は本研究では明らかになっていない。 
 
5．マストパランは百日咳毒素感受性 GTP 結合タンパクの活性化によりインス
リンの作用を回復する 
 次に，マストパランがアデノシンデアミナーゼにより抑制されたインスリン
作用を完全に回復するか，また，そうであるなら，マストパランの効果はアデ
ノシンと同様に百日咳毒素感受性 GTP 結合蛋白の活性化を介するものである
かどうかを検討した。脂肪細胞における百日咳毒素の効果は脂肪分解活性によ
ってモニターした。以前の報告では，百日咳毒素は脂肪細胞において，アデノ
シンのような Gi 共役受容体アゴニストによる恒常的なアデニレートシクラー
ゼの抑制を解除することにより脂肪分解を著しく促進することが示されている
（Olansky et al., 1983）。遊離脂肪細胞を百日咳毒素処理することにより，約 1
時間後から脂肪分解がみられた。このことから，百日咳毒素は Gi タンパクとア
デノシン A1 受容体との相互作用を効果的に阻害していると考えられた。しか
しこのような実験条件下では，百日咳毒素で引き起こされた脂肪分解は 3 時間
後に頭打ちになる。その理由はおそらく放出された遊離脂肪酸によって細胞外
のアルブミンが過飽和状態になり ATP レベルの減少を引き起こすためと考え
られる（Angel et al., 1971）。この好ましからざる効果を除去するために，ジア
シルグリセロールリパーゼ阻害剤である RHC80267 存在下で脂肪細胞を百日咳
毒素で処理した。20 μM の RHC80267 は著明に百日咳毒素による脂肪分解を抑
制し，遊離脂肪酸による細胞外アルブミンの過剰飽和を抑制した。遊離脂肪酸
によるアルブミンの過剰飽和をさけることの重要性は，インスリンによるサイ
クリック AMP ホスホジエステラーゼの活性化は RHC80267 存在下では 3 時間
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の百日咳毒素処理によっても影響を受けないが，非存在下では著明に抑制され
たことからも示された（Figure 6B）。以上の結果にもとづき，以下の実験では，
脂肪細胞を RHC80267 (20 μM) 存在下で百日咳毒素 1 μg/ml で 2 時間処理を行
った。 
百日咳毒素非処理および処理細胞におけるマストパランのグルコース取り込み
に対する効果を検討すると(Figure 7), 10 nM インスリンによるグルコース取り
込み促進作用はアデノシンデアミナーゼ（2 units/ml）存在下では 42% 抑制さ
れたが，右から 3 番目のグレーのカラムで示すように，15 μM のマストパラン
添加により，抑制は PIA 添加と同レベルまで完全に回復した。一番右のグレー
のカラムに示すように，マストパランと PIA の効果には相加性はみられなかっ
た。百日咳毒素（1 μg/ml，2 時間）処理により，インスリンのグルコース取り
込み促進作用は，アデノシンデアミナーゼ存在下でのインスリンの効果と同じ
程度に抑制された。これはおそらく，Gi と共役するアデノシン A1 受容体シグ
ナルの遮断によるためと思われた。百日咳毒素で処理した細胞では，アデノシ
ンデアミナーゼの添加によってインスリン作用はさらには抑制されず，マスト
パランや PIA のグルコース取込みに対する効果は消失した。 
 最後にインスリンによる Akt のリン酸化に対する百日咳毒素処理の効果を検
討した（Figure 8）。上段は百日咳毒素非存在下における Akt のリン酸化を，下
段は百日咳毒素存在下における Akt のリン酸化を示している。百日咳毒素非処
理細胞では，上段左から 3 番目のレーンに見られるように，アデノシンデアミ
ナーゼの添加によってインスリンによる Akt のリン酸化は抑制されるが，マス
トパランあるいは PIA の添加によりインスリン単独の効果と同程度まで回復し
た。しかし百日咳毒素処理した細胞では，インスリンによる Akt のリン酸化は，
百日咳毒素非処理細胞におけるアデノシンデアミナーゼ存在下でのインスリン
効果と同レベルまで抑制された。マストパランあるいは PIA による回復効果も
百日咳毒素処理した細胞では完全に消失した。これらの結果は，細胞外のアデ
ノシンの無い状態では，マストパランは百日咳毒素感受性 GTP 結合蛋白を活性
化することにより Akt およびグルコースの取り込みに対するインスリン作用を
増強することを示唆している。加えて，以上のデータはインスリン受容体およ
び Gi 共役アデノシン A1 受容体からのシグナルが相乗的に PI3 キナーゼおよび
その下流の Akt を活性化し，それがグルコース取り込みの活性化につながると
いう考えと一致している。さらに，本研究結果は，百日咳毒素感受性 GTP 結合
 76
タンパクは，グルコースの取り込み促進およびサイクリック AMP ホスホジエ
ステラーゼ活性化のインスリン・シグナルには直接的に関与しないということ
を示している。 
考察 
 本研究結果は，ラット遊離脂肪細胞におけるグルコース取り込みに対するマ
ストパランの作用の 2 面性を明らかにした。以前に私たちは，マストパランが
遊離脂肪細胞においてグルコースの取り込みを促進することを報告したが，本
論文の前半で示したように，このマストパランの作用はグルコーストランスポ
ート系の活性化（グルコーストランスポーター蛋白のトランスロケーションあ
るいは活性化）を介するものではなかった。 
 第１点として，20 μM 以上の濃度のマストパランは有意に細胞膜透過性を亢
進させ，濃度依存性に LDH の漏出を引き起こした。マストパランによる LDH
の漏出は 3-O-メチルグルコース取り込み促進活性と非常によく相関した。加え
て，Mas7 のグルコース取り込み促進活性もまた LDH 漏出と相関したが，LDH
漏出を起こさない Mas17 にはグルコースの取り込み促進作用がなかった。第２
点として，50 μΜのマストパランによるグルコースの取り込み活性化は，小胞
輸送に必要な ATP を KCN で枯渇させても影響されなかった。このことは，マ
ストパランの作用がGLUT4やGLUT1のトランスロケーションとは関係がない
ことを示している。最後の点として，グルコーストランスポーターの直接の阻
害剤であるフロレチンは，インスリンによるグルコース取り込み活性化を完全
に抑制したが，マストパランによるグルコース取り込み活性化は抑制されなか
った。このことから，マストパランによるグルコース取り込み促進作用は
GLUT1 や GLUT4 などのフロレチン感受性グルコーストランスポーターを介す
るものではないことを示唆している。したがって，これらの結果は，マストパ
ランが脂質 2 重膜を壊し細胞膜の透過性を亢進することによりグルコースの取
り込みを促進するという解釈と一致する。 
 一方，15 μM 以下の低濃度では，マストパランはグルコース取り込み活性や
LDH 漏出には殆ど影響しなかったが，細胞外アデノシンのない条件下における
インスリンによる Akt リン酸化およびグルコース取り込み活性化作用を有意に
増強した。これらのマストパランの効果は百日咳毒素で処理した細胞では完全
に消失したことから，マストパランは百日咳毒素感受性 GTP 結合蛋白を活性化
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することによりインスリン作用を増強すると考えられた。マストパランは百日
咳毒素の基質である Gi と Go のグアニンヌクレオチド交換反応を促進するが，
マストパランの作用の主な標的は Gi と思われる。その理由は，(a)ラットの脂
肪細胞には脳の Goαに相当する分子量 39 kDa の百日咳毒素基質が存在しない
（Hinsch et al., 1988; Rouot et al., 1989)。(b)百日咳毒素処理によりインスリンの
グルコースの取り込み促進作用が抑制されるが，その抑制レベルはコントロー
ル（百日咳非処理）細胞におけるアデノシンデアミナーゼ添加時のインスリン
効果と同じレベルであった。（c）マストパランの効果と Gi 共役 A1 受容体アゴ
ニストである PIA の効果との間には相加性がみられなかった。したがって，マ
ストパランは百日咳毒素感受性 GTP 結合蛋白，おそらく Gi を活性化すること
により内因性のアデノシンと同じ作用を起こすと考えられる。 
 三量体型 GTP 結合蛋白が直接的あるいは間接的にインスリンの作用に関与
することを示す報告が数多くあるが，本研究の結果は，百日咳毒素感受性 GTP
結合蛋白はインスリンによるグルコース取り込み促進作用には直接関与しない
ことを示している。その理由は，インスリンは百日咳毒素で処理した細胞にお
いても，非処理細胞でのインスリンとアデノシンの両者を加えた場合と同程度
までグルコース取り込みを活性化したからである。すなわち，百日咳毒素は細
胞外アデノシンの Gi を介する効果を除く事によりインスリンのグルコース取
り込み活性を抑制するが，インスリンの作用自体を抑制するわけではないと考
えられる。 
 インスリンのグルコース取り込み促進作用の Gi を介した増強効果の詳しい
メカニズムは十分に解明されていないが，最近の研究によって，三量体型 GTP
結合蛋白によるインスリン作用の調節機構がより明らかになってきている。過
去の報告では，アデノシンの効果はサイクリック AMP レベルあるいはサイク
リック AMP 依存性プロテインキナーゼ活性の変化に依存せず（Kuroda et al.,  
1987; Honnor et al., 1992），また，それは細胞膜画分のグルコーストランスポー
ト量の変化を伴わないこと（Kuroda et al.,1987） が示されている。後者の成績
は，当初は Gi を介するシグナルが細胞膜のグルコーストランスポーターの内因
性活性を調節すると解釈されていたが，最近の報告では Gs あるいは Gi 共役受
容体が細胞膜とドッキングしたGLUT4小胞の融合速度に影響することにより，
インスリンによるグルコースの取り込みを調節することが示された（Ferrara et 
al., 1999; Yang et al., 2002）。一方，別の報告では，p85 と p100 βサブユニットか
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らなるへテロダイマーPI3 キナーゼが G 蛋白のβγサブユニットとリン酸化ペ
プチドにより活性化されることが示された（Okada et al., 1996; Takasuga et al., 
1999; Kurosu et al.,1997）。そのような機構は，in vivo でのアデノシンによるグル
コース取込みに対するインスリン作用の増強に関与していると考えられる
（Takasuga et al., 1999)。残念ながら前者の研究は PI3 キナーゼ活性を測定して
おらず，後者の研究は GLUT4 および GLUT1 のトランスロケーションをみてい
ない。このため，これら二つのメカニズムが相互に関連しているかどうかは明
確ではない。 
 本研究で示された，アデノシンデアミナーゼがインスリンによる Akt のリン
酸化をかなり減衰させる（Figure 5B および 5C）という結果は，上記２番目の
メカニズムと一致するものであるが，PI3 キナーゼ（p85/p110β）は Gi 蛋白の
唯一の標的ではない可能性がある。 その理由は，アデノシンデアミナーゼはイ
ンスリンによる Akt のリン酸化を 50% 以上抑制したが，一方でグルコース取
込みに対するインスリンの最大効果はほとんど影響せずに，インスリン効果の
濃度反応曲線の右方シフトをもたらしたからである（Figure 5A）。インスリン
による Akt のリン酸化とグルコース取り込み活性化に対してアデノシンデアミ
ナーゼが異なる効果をもたらす理由は明らかではない。ひとつの可能性として，
Takasugi らが報告したように（Takasuga et al., 1999）, PI3 キナーゼ活性とグルコ
ース取り込み活性の関係は直線的ではなく，PI3 キナーゼの 30-50% の活性化
でグルコース取り込みは最大に活性化される。したがって，PI3 キナーゼの抑
制によるグルコース取り込み活性の抑制は，グルコース取り込みが submaximal
に活性化された条件下で顕著となると考えられる。別の可能性は，インスリン
によるグルコース取り込みの活性化には 2 つの異なるシグナル経路が必要であ
り，PI3 キナーゼ活性の抑制は過剰濃度のインスリン（私たちの条件下では 100 
nM）による PI3 キナーゼ非依存性シグナルの活性化によって補償されることが
また考えられる。この点に関して，最近の報告ではインスリンによる GLUT4
のトランスロケーションと活性化は異なるシグナルで調節されていることが示
された（Maffucci et al., 2003; Funaki et al., 2004）。GTP 結合蛋白がインスリンの
グルコース取り込み促進作用を調節機構を明らかにするには更なる検討が必要
である。 
 要約すると，本研究では，ラット脂肪細胞におけるグルコースの取り込みに
対してマストパランが GTP 結合蛋白に依存性および非依存の作用を示すこと
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が示された。15 μM 以下の濃度では，マストパランは百日咳毒素感受性 GTP 結
合蛋白を活性化することによりインスリンのグルコース取り込み促進作用を増
強する。しかし，より高濃度のマストパランは非特異的に膜の透過作用を亢進
することにより LDH の漏出をおこすとともに，グルコーストランスポーター
を介さない経路でグルコースの取り込みを促進する。 
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Figure 1  Effects of mastoparan and its analogues on glucose transport.  
Adipocytes in Buffer A were incubated with the indicated concentrations of mastoparan 
(open circle), Mas7 (closed circle) or Mas17 (closed triangle) for 15 minutes at 37°C.  
At the end of incubation, the glucose transport activity was measured as described in 
“Materials and Methods”.  Results are the mean ± S. E. M. (n = 3 - 6). 
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Figure 2  Effect of ATP deprivation on the mastoparan-evoked glucose transport.  
Adipocytes in Buffer A were incubated without (open columns) or with (closed 
columns) KCN (3 mM) for 15 minutes, then the cells were stimulated with insulin (10 
nM) or mastoparan (50 M) for an additional 15 minutes at 37°C.  At the end of 
incubation, the glucose transport activity was measured.  Results are the mean ± S. E. 
M. (n = 3 - 6) 
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Figure 3  Effects of mastoparan and its analogues on LDH release.  Adipocytes 
in Buffer A were incubated with the indicated concentrations of mastoparan (closed 
circle), Mas7 (open circle) or Mas17 (open triangle) for 15 minutes at 37°C.  At the 
end of incubation, the buffer was separated from cells by centrifugation, and the LDH 
activity in the buffer was measured as described in “Materials and Methods”.  Results 
are shown as % of the total cellular LDH activity.  Results are the mean ± S. D. (n = 
3-6). 
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Figure 4 Effect of phloretin on the mastoparan-stimulated glucose uptake.  
Adipocytes in Buffer A were incubated with insulin (10 nM) or mastoparan (50 μM) 
for 15 minutes at 37°C in the absence or presence of 1 mM phloretin.  At the end of 
incubation, the glucose transport activity was measured as described in “Materials and 
Methods”.  Results are the mean ± S. E. M. (n = 3) 
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Figure 5 Effect of adenosine deaminase on the insulin action on glucose transport 
or Akt phosphorylation.  Adipocytes in Buffer X were incubated with the indicated 
concentrations of insulin for 15 minutes.  Then the cells were incubated without or 
with adenosine deaminase (2 units/ml) for 20 minutes.  At the end of incubation, the 
glucose transport activity was measured or the cells were homogenized and subjected 
to immunoblotting with anti-phospho-Akt (Ser473) antibody.  The immunoblots were 
visualized and quantified as described under “Materials and Methods”.  A, Glucose 
transport activity without (open circles) or with (closed circles) adenosine deaminase.  
Results are the mean ± S. E. M. (n = 6 - 9).  B, Immunoblot data for phosphorylated 
Akt.  C, Relative intensity of the phospho-Akt bands in the immunoblot.  open 
columns, without adenosie deaminase; closed columns, with adenosine deaminase. 
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Figure 6  Effect of pertussis toxin treatment on lipolysis and the insulin action on 
phosphodiesterase.  A, Aliquots of pooled adipocytes were suspended in Buffer X, 
and were incubated with pertussis toxin (1 μg/ml) in the absence (open circle) or 
presence (closed triangle) of 20 μM RHC 80267 at 37°C.  At the indicated time 
points, the free fatty acid accumulated was assayed by titrimetry.  Each point 
indicates the mean of duplicate determinations.  B, Adipocytes in Buffer X were 
incubated without or with pertussis toxin (1 μg/ml) for 3 hours at 37°C in the absence 
or presence of 20 μM RHC 80267.  Then cells were divided into a number of aliquots 
and were stimulated without or with 10 nM insulin for 15 minutes.  At the end of 
incubation, the phosphodiesterase activity was assayed as described under “Materials 
and Methods”.  Results are the mean ± S. E. M. (n = 3 - 6) 
B 
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Figure 7  Effect of pertussis toxin treatment on the mastoparan action on glucose 
transport.  Adipocytes in Buffer X were incubated without (left panel) or with (right 
panel) pertussis toxin (1 g/ml) for 2 hours at 37°C in the presence of 20 M RHC 
80267.  Then cells were stimulated without or with insulin (10 nM), mastoparan (15 
M) or PIA (200 nM) for additional 20 minutes.  Then the cells were incubated in the 
absence or presence of adenosine deaminase (2 units/ml).  At the end of incubation, 
the glucose transport activity was measured. 
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Figure 8  Effect of pertussis toxin treatment on the mastoparan action onAkt 
phosphorylation.  Adipocytes in Buffer X were incubated without or with pertussis 
toxin (1 g/ml) for 2 hours at 37°C in the presence of 20 M RHC 80267.  Then cells 
were stimulated with insulin (10 nM), mastoparan (15 M) or PIA (200 nM) for 
additional 20 minutes.  Then the cells were incubated with or without adenosine 
deaminase (2 units/ml) for 15 minutes at 37°C.  At the end of incubation, the cells 
were homogenized and subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and 
immunoblotting with anti-phospho-Akt (Ser473) antibody. 
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第 5 部 細胞性粘菌 Dictyostelium の分化誘導因子 DIF-1 が
哺乳類細胞のグルコーストランスポーター１の細胞膜局在
とグルコース取込みを促進する 
要旨 
発生生物学のモデル生物である細胞性粘菌 Dictyostelium discoideum は，胞子塊
と柄
え
細胞から成る子実体を形成する下等真核生物で，近年，創薬資源（リード
化合物の宝庫）としても注目されている。differentiation-inducing factor-1（DIF-1）
は，粘菌の柄細胞分化誘導因子として同定された低分子物質だが，その後，DIF-1
やその誘導体は抗腫瘍活性を有することが示されている。本研究では，哺乳類
正常細胞に対する DIF 様因子の薬理作用を in vitro で検討した。Confluent 状態
のマウス 3T3-L1 繊維芽細胞において，micromolar レベルの DIF-1 は細胞の形態
や細胞数に影響することなく，濃度依存性に細胞のグルコース消費（グルコー
ス取込み）を促進した。DIF-1 によるグルコース取込み促進作用は，
phosphatidylinositol 3-kinase（PI3 キナーゼ）の阻害剤であるワートマニンや
LY294002 では抑制されなかった。DIF-1 はグルコーストランスポーター１
（GLUT1）の発現量には影響せず，また，グルコース代謝に関与する重要な酵
素であるヘキソキナーゼ，6-ホスホフルクトキナーゼ，ピルビン酸キナーゼ，
グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼなどの活性には影響しなかった。しかし
大変興味深いことに, DIF-1 刺激によって細胞内 GLUT1 の細胞膜上への移動が
誘導されることが明らかとなった。また，分化誘導した 3T3-L1 脂肪細胞にお
いても，DIF-1はGLUT1の細胞膜への移動とグルコースの取込みを促進したが，
この取込み促進はワートマンニンによって阻害されなかった（DIF-1 は GLUT4
の細胞局在には影響しなかった）。これらの結果から，DIF-1 は少なくとも一部
PI3キナーゼ/Akt系を介さない経路でGLUT1の細胞膜への移動を誘導すること
によってグルコース取込みを促進していることが示された。さらに，各種 DIF
誘導体を用いた「化学構造—活性相関」を検討した結果, DIF-1 より強い抗腫
瘍活性を有する誘導体が DIF-1 より弱い糖取り込み促進活性を有することが明
らかとなった。すなわち，DIF 様因子の示す抗腫瘍作用と糖取り込み促進作用
は，DIF の側鎖修飾によって分離できる可能性があること，また，2 つの作用
メカニズムは少なくとも一部異なっていることが示唆された。 
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序論 
細胞性粘菌 Dictyostelium discoideum（和名：キイロタマホコリカビ）は，森の
落ち葉の下などに生息する土壌微生物の１種で，淡黄色の子実体（胞子塊と柄
細胞より成る 1-2 mm ほどの構造体）を形成する。細胞性粘菌は，非常に単純
な発生過程を示し，取り扱いも簡単なため, 発生生物学・細胞生物学のモデル
生物として世界的に研究が進められている。ただしその和名と異なり，細胞性
粘菌類は，分類学的に真菌（カビ）類と異なる「界」に属する微生物群とされ，
新たな「創薬資源（リード化合物の宝庫）」として近年注目されている（Arai et 
al. 2005; Kikuchi et al. 2006）。 
 Differentiation-inducing factor-1 [DIF1-1; 1-(3,5-dichloro-2,6-dihydroxy-4- 
methoxy-phenyl)hexan-1-one]（Figure 1A）は，D. discoideum の柄細胞分化誘導因
子として同定された極めて特徴的な低分子物質で，２つの塩素原子を含むアル
キルフェノンである（Morris et al ., 1987; Kay et al., 1989）。 
DIF-3 [1-(3-chloro-2,6-dihydroxy-4-methoxyphenyl)hexan-1-one]（Figure 1A）は，
DIF-1 の分解産物であり，柄細胞分化誘導能はほとんどない（Kay et al., 1989; 
Morris et al., 1988; Kay et al., 1999）。DIF-1 は，少なくとも一部，細胞質カルシウ
ム濃度（[Ca2+]C）を上昇させることにより機能すると考えられているが
（Kubohara and Okamoto, 1994; Schaap et al., 1996; Azhar et al., 1997），DIF-1 の標
的分子を含め粘菌における DIF-1 シグナル伝達系の詳細については未だ明らか
になっていない。 
 一方，哺乳類腫瘍細胞において，DIF-1 と DIF-3（DIFs）は in vitro で強力な
増殖抑制作用を示し，場合によっては細胞分化を誘導することが報告されてい
る（Aasahi et al., 1995; Kubohara et al., 1995a; Kubohara et al., 1995b; Kubohara, 
1997; Kubohara, 1999; Kubohara and Hosaka, 1999; Miwa et al., 2000; Kanai et al., 
2003; Takahashi-Yanaga et al., 2003）。さらに，化学合成した DIF 誘導体を用いた
「化学構造—活性相関解析」から, DIF-3 とその誘導体が特に強力な抗腫瘍活性
を有することも示されている（Kubohara, 1999; Takahashi-Yanaga et al., 2003; 
Gokan et al., 2005）。 
 今まで報告されてきた DIFs の作用機構として；（a）調べた範囲の腫瘍細胞に
おいて DIFs は [Ca2+]Cを上昇させること（Kubohara et al., 1995a; Kubohara et al., 
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1995b; Kubohara, 1997; Kubohara, 1999），（b）DIFs はヒト白血病 K562 細胞にお
いて PI3 キナーゼ/Akt を活性化すること（Kubohara and Hosaka, 1999），（c）ヒ
ト胃ガン細胞において DIF-1 は STAT3 を不活性化する（Kanai et al., 2003），（d）
ヒト血管平滑筋細胞（正常細胞）（Miwa et al., 2000），K562 細胞（Akaishi et al., 
2004）において，DIFs が Cycline D/E の発現を抑え Rb（retinoblastoma protein）
タンパク質を脱リン酸化することによって細胞周期を G1 期に停止すること等
が報告されている。さらに, 久保原の研究グループは，ヒト白血病 K562 細胞
においてDIFsがカルモジュリン依存性 cAMP/cGMP分解酵素（phosphodiesterase 
1: PDE1）の直接の阻害剤であることを発見，報告した（Shimizu et al., 2004）。
しかしながら，哺乳類細胞における DIF の作用機構の全貌については未だ明ら
かになっていない。 
 一方，久保原らは哺乳類正常細胞に対する DIFs の作用（毒性等）を検討する
過程で，DIF-1 存在下ではラット胃粘膜 RGM1 細胞やラット髄膜細胞の培地（フ
ェノールレッドを含む）の黄色化（酸性化）が促進される現象を見出し（Kubohara 
et al., 1998），DIF-1 が何らかの機構で細胞の代謝を促進している可能性を示唆
した。 
 本研究では，DIF-1 と細胞の糖代謝の関連を調べるため，RGM-1 細胞，マウ
ス 3T3-L1 繊維芽細胞，分化誘導した 3T3-L1 脂肪細胞の in vitro 培養系を用い
て，それら細胞の糖代謝に対する DIF-1 とその誘導体の作用を検討した。ここ
で私たちは，DIF-1 が GLUT1 を細胞内プールから細胞膜への移動を誘導するこ
とによってグルコースの取り込みを促進すること，そして，その作用は，少な
くとも一部，PI3 キナーゼ/Akt 非依存性経路を介していること等を例証する。
さらに，調べた DIF 誘導体（Figure 1）の中で, DIF-1 がもっとも強い促進活性
を有することも見出した。 
実験方法 
試薬等 
DIF-1, DIF-3, およびそれらの誘導体は既報のごとく合成し（Gokan et al., 2005）
10-20 mM になるようにエタノールに溶解し，マイナス 20 度 C で保存した。タ
プシガルギン（Tg）と A23187 は和光純薬株式会社（大阪）より，8-MIBMX は
Calbiochem（Darmstadt, Germany）より，LY294002 はシグマアルドリッチ（St Louis, 
MO, USA）からそれぞれ購入した。ヒツジ抗 syntaxin4 抗体は J.E. Pessin 博士
 96
（Stony Brook University, NY, USA）より供与を受けた。ウサギ抗 GLUT1 抗体は
FabGennix（Shreveport, LA, USA）より購入した。ウサギ抗 GLUT4 抗体は既報
のごとく（Shibata et al., 1995）作製した。ウサギ抗 Akt 抗体, ウサギ抗 Ser273
リン酸化 Akt 抗体は New England BioLabs（Beveryl, MA, USA）より，Horseradish 
perocidase -conjugated 抗ウサギ, マウスの抗体はアマシャム社（Little Chalfont, 
UK）より購入した。 
 
細胞 
本研究では, マウス 3T3-L1 繊維芽細胞（国立健康栄養研究所江崎博士より供与
を受けた），分化させた 3T3-L1 脂肪細胞，ラット胃粘膜 RGM-1 細胞（Kubohara 
et al., 1998）を用いた。 
 3T3-L1 細胞は，DMEM-HG 培地（75 μg/ml ペニシリン，50 μg/ml ストレプト
マイシン，10%牛胎児血清（GIBCO-BRL），4500 mg/L グルコースを含む DMEM
（SIGMA, D5796））中で，37 度 C（95%気相：5% CO2 混合ガス中）で培養した。
RGM-1 細胞は，DMEM-LG 培地（抗生物質，10%牛胎児血清，10 mM Hepes-NaOH
（pH 7.4），1000 mg/L グルコースを含む DMEM（SIGMA, D6046）中で，37 度
C（95%気相：5% CO2 混合ガス中）で培養した。通常，2, 3 日毎に培地交換を
行い，細胞を confluent 状態にした後，さらに 2 日毎に培地交換を行いながら，
細胞を保持した。 
 3T3-L1 脂肪細胞は，3T3-L1 繊維芽細胞を以下の方法（Student et al., 1980）で
分化誘導することによって得た。3T3-L1 細胞を confluent 状態になるまで
DMEM-HG 中で培養後，0.5 mM IBMX, 1 μM dexamethasone, 1.7 μM インスリン
を含む DMEM-HG と交換し，さらに 48 時間培養後，1.7 μM インスリンを含む
DMEM-HG と交換した。その後 2 日おきに培地（DMEM-HG）交換を行い，実
験に用いた。 
 
3T3-L1 繊維芽細胞の培養液中のグルコース濃度の測定：簡便なグルコース消費
速度測定 
培地中のグルコースの濃度を測定するため，3T3-L1 細胞を 12 ウェルプレート
に蒔き，confluent 状態になるまで 1 ml の DMEM-HG 培地中で培養した。その
後，毎日新しい DMEM-LG 培地と交換し 2, 3 日後に実験に用いた。 
 細胞を 0.2%エタノール（vehicle），20 μM DIF-1，各種 DIF 誘導体，あるいは
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また他の薬剤存在下（DMEM-LG 中）で培養した。簡易グルコース測定装置と
してグルテストセンサー（三和化学工業）を用いてそれぞれの培地中のグルコ
ース濃度を測定し，さらにグルコース消費速度を概算した（註：簡易グルコー
ス測定装置による正確な値を得るため，グルコース濃度測定実験はすべて
DMEM-LG 中で行った）。 
 RGM-1 細胞についても同様に 12 ウェルプレートに蒔き，1 ml の DMEM-LG
培地中で confluent になるまで培養後，各種薬剤存在下（DMEM-LG 中）で数時
間培養後し，培地中のグルコース濃度とグルコース消費速度を調べた。 
 「測定器の誤差」や「培地中のグルコース濃度（消費残量）測定による消費
量評価の限界」のため，上記簡便法で計算される「細胞のグルコース消費速度」
は，あくまで概算値であるが，できるだけ正確かつサンプル間で比較可能な値
を得るため，各種薬剤による刺激時間は通常 8 時間以上とした。 
 
細胞数測定 
12 ウェルプレート中の 3T3-L1 細胞や RGM-1 細胞は，各種薬剤存在下でグルコ
ース測定を行った後（培地を捨て），5%(v/v) Alamar blue（細胞数検定用色素：
和光純薬, 大阪）を含む 1ml DMEM-LG 中で 1-2 時間（培地の色がある程度変
化するまで）培養した。相対細胞数は先行論文に従って測定した（Kubohara., 
1999; Shimizu et al., 2004）。 
 
グルコース取り込み測定 
12 ウェルプレート中の confluent 3T3-L1 細胞を各種薬剤で 0.5-4 時間（通常は 4
時間）刺激後，同じ薬剤を含む 1 ml の BufferA （25mM Krebs-Ringer Hepes (pH 
7.4)，0.4%牛血清アルブミン，3 mM ピルビン酸）中でさらに 30 分間培養した。
次に，2-[1,2-3H]deoxy-D-glucose (DOG: 0.8 μCi/well) (PerkinElmer, USA)を最終濃
度 0.1 mM になるように添加し，37 度 C で 20 分間培養後，細胞に取り込まれ
た DOG 量を以下のごとく測定した（また, 非特異的な放射活性を補正するため，
1 μM サイトカラシン B 存在下で培養した細胞を用いて同様の測定を行った）。
まず，氷冷した BufferA で細胞を洗い 0.4% SDS で溶解後，シンチレーションカ
ウンターで放射能レベルを測定した。細胞の DOG 取り込み量（活性）は，サ
イトカラシンB存在下での非特異の取り込み活性を差し引くことによって算出
した。 
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 Figure 9A の模式図に示すように，3T3-L1 脂肪細胞については，牛血清を含
まない DMEM-LG 中で 4 時間薬剤刺激後，上記と同様にグルコース（DOG）
取り込み量を測定した。ただし，繊維芽細胞の場合と異なり DOG との反応時
間は 10 分で行った。 
 
細胞膜画分と低密度ミクロソーム画分の調製 
Confluent 3T3-L1細胞（100 mmディッシュ中で培養）を0.2%エタノール（vehicle）
あるいは 20 μM DIF-1 を含む DMEM-LG 中で 4 時間刺激後，氷冷した STE バ
ッファ （ー250 mM sucrose, 10 mM Tris-HCl pH7.4, 1 mM EDTA）で洗い，Dounce 
グラスホモジナイザ （ーKimble/Kontes Glass, Deerfield, USA）で破壊した。また，
3T3-L1 脂肪細胞については Figure 9A の模式図に示すように，20 μM DIF-1 あ
るいは 100 nM インスリンで刺激（血清を含まない DMEM-LG 中で 4 時間と
BufferA 中で 30 分間；インスリン刺激は BufferA 中のみ）後，細胞を STE バッ
ファーで洗い，ホモジナイザーで破壊した。こうして得られた破壊細胞をショ
糖密度勾配遠心法によって分離し，細胞膜（原形質膜）画分と低密度ミクロソ
ーム画分を得た（Shibata et al., 1995）。 
 
ウエスタンブロット 
各種薬剤で刺激後，細胞（12 ウェルプレート中で培養）の培養液を捨て，適量
の SDS サンプルバッファーに細胞を溶解し，回収した。回収した細胞タンパク
質および前述の膜画分タンパク質をウエスタンブロット法によって解析した
（Akashi et al., 2004）。 
 
細胞質カルシウム濃度[Ca2+]Cの測定 
カバーガラス上に接着させた 3T3-L1 細胞を 2 μM Fura-2/AM（acetoxymehyl 
ester）（同仁化学研究所）を含むハンクス液（日水製薬）中で 30 分間（37 度 C）
反応させ，Fura-2 を細胞にロードした。細胞をカバーグラスごとハンクス液で
満たしたアッセイチャンバーにセットし，顕微鏡（IX-71，オリンパス）下で
Fura-2 フルオロメトリーを行った（ORCA-ER CCD カメラ，浜松ホトニックス）
（Nagasawa et al., 2007）。 
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酵素活性測定 
Confluent 3T3-L1細胞（100 mmディッシュ中で培養）を0.2%エタノール（vehicle）
あるいは 20 μM DIF-1 存在下で 4 時間刺激後，氷冷した PBS（phosphate buffered 
saline）で洗い，0.5 ml の Hepes バッファー（50 mM Hepes-NaOH, pH 7.5）を加
え，セルスクレーパーで細胞を掻き取りエッペンチューブ（氷上）に回収した。
超音波破砕機で細胞を破壊し，10,000 x g で 20 分間（4 度 C）遠心後，可溶性
画分中のへキソキナーゼ（EC 2. 7. 1. 1），6-ホスホフルクトキナーゼ（EC 2. 7. 1. 
11），ピルビン酸キナーゼ（EC 2. 7. 1.40），グルコース-6-リン酸デヒドロゲナー
ゼ（EC 1. 1. 1. 49）活性を測定した（Bergmeyer et al., 1974）（反応混合液を 1 ml
にした点以外は彼らの方法に従った）。また，これら酵素活性に対する DIF-1
の直接の作用を検討するため，薬剤刺激していない細胞を上記のごとく回収し，
水溶性画分中の酵素活性を 20 μM DIF 存在下または非存在で測定した。 
 
統計学的分析 
得られたデータの統計的有意性の検定は，ANOVA (analysis of valiance)と
Fisher’s PLSD (protected least significant differences)法によって行った。 
 
結果 
1．3T3-L1 細胞と RGM-1 細胞にグルコース消費対する DIF-1 の効果 
 私たちはまず confluent 3T3-L1 繊維芽細胞（以下，3T3-L1 細胞）に対する DIF-1
の細胞毒性を検討した（Figure 2）。0.2%エタノール（vehicle）や 20 μM THPH 
[1-(2,4,6-trihydroxyphenyl) hexan-1-one]存在下では，培養 3 日後の細胞の形態や
生存状態にまったく影響が見られなかったが（Figure 2A, B），DIF-1 存在下では，
以前に報告されている RGM-1 細胞（Kubohara er al., 1998）と同様に細胞死が見
られ, 培養液の酸性化も促進されていた（Figure C）。ところが，薬剤を含む培
地を毎日交換した場合（Figure 2E-F），DIF-1 による細胞毒性は見られなくなっ
た（Figure 2F）。このことから，DIF-1 はなんらかの方法で細胞の代謝を促進し，
その結果，培地の酸性化（代謝産物の蓄積等）とそれによる細胞死を引き起こ
すのではないかと思われた。 
 そこで次に，培地中のグルコース濃度を測定し，DIF-1 存在下での細胞のグ
ルコース消費速度を調べてみた。その結果, 期待通り，DIF-1 は濃度依存性にグ
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ルコースの消費を促進し（Figure 3A），細胞の数（Figure 3B）や形態には影響
しなかった。しかも，培養途中から DIF-1 を除去すると細胞のグルコース消費
速度はほぼ元の状態に戻ることから（Figure 3A），DIF-1 の作用は可逆的である
と考えられる。さらに，RGM-1 細胞についても同様の結果を得たことから
（Figure 4A），DIF-1 は種を超えて各種哺乳細胞に作用し，グルコース消費を促
進することが示唆，期待された。 
 
2．3T3-L1 細胞のグルコース取り込み活性に対する DIF-1 の効果 
DIF-1 が細胞のグルコース消費を促進することを確認するために，DIF-1 刺激に
よる 3T3-L1 細胞のグルコース取り込み量の変化を実際に調べてみた（Figure 3C, 
D）。0.5-4 時間の 20 μM DIF-1 処理によって細胞のグルコースの取り込み量が促
進され，処理後 4 時間でグルコース取り込み量はほぼピークに達した（Figure 
3C）。また，10-20 μM DIF-1 は濃度依存性にグルコース取り込みを促進したが，
DIF-1 の構造異性体である 2-MIDIF-1（20 μM）は取り込みを促進しなかった
（Figure 3D）。これら結果は，培地中のグルコース濃度を測定することによっ
て消費速度を概算した Figure 3B の結果とよく一致している。したがって，培
地中のグルコース濃度をモニターし，グルコース消費速度を概算する簡便測定
系（Figure 3A, B）は，細胞の糖代謝を促進する化合物のスクリーニング系とし
ても有用だと思われる。 
 
3．3T3-L1 細胞のグルコース消費に対する各種 DIF 誘導体の効果 
次に，DIF-1 の作用の特異性と「化学構造—活性相関」を検討するために，3T3-L1
細胞のグルコース消費に対する各種 DIF 誘導体（Figure 1）の効果を調べた
（Figure 5）。20 μM DIF-1 はグルコース消費を促進するのに対し，同じ濃度の
2-MIDF-1, DMPH, THPH はグルコース消費にはほとんど影響しなかった（Figure 
5A）。同様の結果は RGM-1 細胞でも見られた（Figure 4C）。これらの結果から，
ベンゼン環上の 2 つの塩素とメチル基の位置が DIF-1 のグルコース消費促進活
性に重要であると考えられる。すなわち，DIF-1 の作用はその化学構造に特異
的なものであると言える。 
 異なる炭素数のアルキル基を有する DIF-1 誘導体（Figure 1B）についても細
胞のグルコース消費促進活性を比較してみると，DIF-1 が最も強い活性を示し
たことから（Figure 5B），ヘキサノン鎖が DIF-1 の活性保持に重要であることが
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わかった。さらに，ハロゲンを置換した DIF-1 と DIF-3 の誘導体（Figure 1C）
についても同様の検討を行った。興味深いことに，これらの誘導体は DIF-1 に
勝るとも劣らない強力な抗腫瘍作用を示している（Gokan et al., 2005）にもかか
わらず，DIF-1 のみが強いグルコース消費促進作用を示したことである（Figure 
5C）。これらの結果から，DIF-1 によるグルコース消費促進作用と抗腫瘍作用の
メカニズムは，少なくとも一部異なることが示唆された。 
 
4．3T3-L1 細胞のグルコース消費に対する各種薬剤の効果 
DIF-1は各種哺乳細胞の細胞内カルシウム（[Ca2+]C）を上昇させること（Kubohara 
et al., 1995a; 1995b; Kubohara, 1997; Kubohara et al., 1998），さらに，DIF-1 はカル
モジュリン依存性 cAMP/cGMP 分解酵素（phosphodiesterase 1: PDE1）の直接の
阻害剤であること（Shimizu et al., 2004）が報告されている。そこで私たちは，
[Ca2+]Cを上昇させる２種類の薬剤 Tg（小胞体 Ca2+-ATPase の阻害剤）と A23187
（カルシウム イオノフォア），さらに 8-MIBMX（PDE1 の阻害剤）が DIF-1 と
同様の効果があるかどうか，グルコース消費に対するこれら薬剤の効果を検討
した（Figure 5A）。しかし，これらの薬剤は細胞の形態やグルコース消費にほ
とんどまったく影響を与えなかった。これらの結果から，DIF-1 が細胞のグル
コース消費を促進する機構は，[Ca2+]Cの上昇や PDE1 阻害を介するものではな
いことが示唆された。 
 DIF-1 が[Ca2+]C上昇を介してグルコース消費を促進するのではないという上
記仮説をさらに証明するために，3T3-L1 細胞の[Ca2+]C に対する DIF-1 やその他
の薬剤の効果を実際にモニターしてみた（Figure 6）。確かに 20 μM DIF-1 は
[Ca2+]C上昇を引き起こしたが，THPH では上昇は見られなかった。しかし，DIF-3
と Tg はグルコース消費を促進しないにもかかわらず（Figure 5），DIF-1 と同レ
ベルかそれ以上の[Ca2+]C上昇を引き起こした（Figure 6）。これらの結果は私た
ちの仮説を支持してしる。 
 
5．3T3-L1 細胞の GLUT1 局在に対する DIF-1 の効果 
インスリンや他の因子である種の細胞を刺激した場合，グルコーストランスポ
ーター（glucose transporters: GLUTs）が細胞内から細胞膜（原形質膜）上へ移
動することによりグルコースの取り込みが促進されることが知られている
（Baldini et al.,1991 ; Konrad et al., 2001）。 
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 3T3-L1 細胞では，グルコース取り込み活性のほとんどは GLUTs の１分子種
である GLUT1 活性に起因するとされている（Reed et al., 1990; Weiland et al., 
1990）。そこで，私たちは 3T3-L1 細胞における GLUT1 の細胞内局在に対する
DIF-1 の効果を調べた（Figure 7）。その結果，DIF-1 刺激によって細胞内プール
（低密度ミクロソーム）の GLUT1 量が減少し，細胞膜上の GLUT1 が約 2 倍に
増えることが明らかとなった。これらの結果から，DIF-1 によるグルコース取
り込み促進作用は，少なくとも一部，細胞内 GLUT1 を細胞膜上に移動させる
ことによって引き起こされていることが示された。 
 
6．3T3-L1 細胞のグルコース取り込みと GLUT1 発現に対する DIF-1 と PI3 キナ
ーゼ阻害剤の効果 
久保原らは，ヒト白血病 K562 細胞（Kubohara and Hosaka, 1999; Akaishi et al., 
2004）とヒト胃ガン AGS 細胞（Kanai et al., 2003）において，DIF-1 が PI3 キナ
ーゼ/Akt 系を活性化することを報告している。一方，インスリンも PI3 キナー
ゼ/ Akt 系活性化を介して標的細胞のグルコース代謝を促進することが明らか
となっている（Coffer et al., 1998; Vanhaesebroeck and Alessi, 2000）。 
 DIF-1 によるグルコース代謝（取り込み）促進作用に PI3 キナーゼ/Akt 系が
関与するかどうか調べるため， 3T3-L1 細胞のグルコース取り込み等に対する
DIF-1 の効果を PI3 キナーゼの阻害剤であるワートマニンや LY294002 存在下で
検討した（Figure 8）。しかしながら，PI3 キナーゼ阻害剤存在下においても DIF-1
によるグルコース消費や取り込みは有為に促進された（Figure 8A, B）。薬剤の
効果をウエスタンブロット法で検証したところ，この細胞においても DIF-1 は
Akt を若干活性化（リン酸化）したが，そのリン酸化はワートマニンにより完
全に抑制されていた（Figure 8C）（つまり，ワートマニンが PI3 キナーゼ/Akt
系をよく阻害しているにもかかわらず，DIF-1 はグルコース代謝を促進した）。
また，DIF-1 存在下でも GLUT1 発現量はほとんど変化しなかった（Figure 8C）。
しかし，ワートマニンと DIF-1 両者の存在化では GLUT1 量がむしろ減少して
いたが（Figure 8C），この条件下においても DIF-1 はグルコースの取り込みを促
進した（Figure 8A, B）。RGM-1 細胞においても同様の結果を得た（data not 
shown）。これらの結果から，DIF によるグルコース取り込みには PI3 キナーゼ
/Akt 系以外の系が少なくとも一部関与していると考えられる。 
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7．3T3-L1 細胞のグルコース代謝系酵素に対する DIF-1 の効果 
DIF-1 の糖代謝促進作用のメカニズムを明らかにするために，グルコース代謝
に関与する 4 つの重要酵素（グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ, ヘキソキ
ナーゼ，6-ホスホフルクトキナーゼ, ピルピン酸キナーゼ）に対する DIF-1 の
効果を検討した。しかし，DIF-1 刺激（4 時間）は 3T3-L1 細胞中の上記酵素活
性に影響を及ぼさなかった（data not shown）。さらに，これら酵素活性に対す
る DIF-1 の直接の作用を in vitro で検討したが，やはり DIF-1 は酵素活性に影響
しなかった（data not shown）。 
 
8．3T3-L1 脂肪細胞のによる GLUTs 局在に対する DIF-1 とインスリンの効果 
3T3-L1 脂肪細胞はインスリン受容体や GLUT1，GLUT4 を発現しており，イン
スリンやインスリン様生物活性物質等の効果を検討するのに適している。そこ
で私たちは，3T3-L1 脂肪細胞のグルコース取り込みに対する DIF-1 とインスリ
ンの効果を比較検討した。Figure 9A に示すように，DIF-1 はインスリン同様グ
ルコースの取り込みをコントロールと比較して 2-3 倍促進した。しかし，イン
スリンによるグルコースの取り込みと Akt のリン酸化はワートマニン存在下で
ほぼ完全に抑制されたのに対して，DIF-1 によるグルコースの取り込み促進は
同薬剤によって僅かに抑制されただけであった（Figure 9A）。これら結果から，
DIF-1 によるグルコースの取り込み促進作用は，少なくとも一部，PI3 キナーゼ
/Akt 系とは異なる経路を介していると考えられる。 
 最後に私たちは， 3T3-L1 脂肪細胞における GLUT1 と GLUT4 細胞内局在に
対する DIF-1 とインスリンの効果を比較検討した（Figure 9B）。インスリンが
GLUT1 と GLUT4 の細胞内プールから細胞膜への移動を誘導したのに対して，
DIF-1 は GLUT4 の細胞内局在には影響せず，GLUT1 の細胞膜への移動を促進
した。また，DIF-1 による GLUT2 や GLUT3 の発現誘導は見られなかった（data 
not shown）。これらの結果から， DIF-1 は，少なくとも一部，GLUT1（の細胞
膜への移動）を介して 3T3-L1 脂肪細胞のグルコースの取り込みを促進してい
る可能性が示された。 
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考察 
DIF-1 が示す新しい薬理作用 
DIF-1 はもともと細胞性粘菌（Dictyostelium discoideum）の柄細胞分化誘導因子
として同定された低分子物質だが（Morris et al., 1987），その後，DIF-1 とその
誘導体が抗腫瘍活性（増殖抑制活性や，場合によっては分化誘導・分化促進活
性）を有することも明らかとなっている（Aasahi et al., 1995; Kubohara et al., 
1995a; 1995b; Kubohara, 1997; Kubohara, 1999; Kubohara and Hosaka, 1999; Miwa 
et al., 2000; Kanai et al., 2003; Takahashi-Yanaga et al., 2003; Akaishi et al., 2004; 
Shimizu et al., 2004; Gokan et al., 2005）。 
 本研究では， 3T3-L1 細胞と 3T3-L1 脂肪細胞を用いて，DIF-1 が少なくとも
一部 PI3 キナーゼ/Akt 系を介さずに GLUT1 の細胞膜局在を誘導し，グルコー
スの取り込みを促進することを世界で初めて発見した。さらに，各種 DIF 誘導
体（Figure 1）の中で，DIF-1 が最も強いグルコース消費促進活性を有すること
を見出した（Figure 5）。DIF-3 やその誘導体は DIF-1 よりも強い抗腫瘍活性を有
すること（Kubohara, 1999; Takahashi-Yanaga et al., 2003; Shimizu et al., 2004; 
Gokan et al., 2005）を鑑みると，本研究結果は，DIF-1 によるグルコース取り込
み促進と腫瘍細胞増殖抑制の作用メカニズムは異なっていることを示唆してい
る。もしもそうであれば，グルコース取り込み促進活性を有するが抗腫瘍活性
がほとんどない DIF-1 誘導体を開発できる可能性があり， DIF-1 やそのような
誘導体は将来肥満や糖尿病の治療薬としての臨床応用できるかもしれない。 
 
DIF-1 の作用機構 
前述のように，DIF-1 がヒト白血病 K562 細胞（Kubohara and Hosaka, 1999）や
ヒト胃ガン AGS 細胞（Kanai et al., 2003）の PI3 キナーゼ/Akt 系を活性化したこ
とから, 当初久保原らは，DIF-1 がインスリン様（グルコース代謝促進）活性を
有することを期待していた。しかし，3T3-L1 細胞（Figure 8C），脂肪細胞（Figure 
9A），そして RGM-1 細胞（data not shown）においても，DIF-1 による Akt の活
性化は見られたが，僅かなものであった。さらに，PI3 キナーゼの阻害剤であ
るワートマニンや LY294002 存在下においても DIF-1 によるグルコース取り込
み促進が見られたことから，DIF-1 によるグルコースの取り込み促進作用には
少なくとも一部 PI3 キナーゼ/Akt 系とは別の経路を介していると考えられる。
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また，DIF-1 が糖代謝に重要な 4 種類の酵素活性に影響しなかった（data not 
shown）も DIF-1 の作用機構を解明する上で重要な知見である。 
 DIF-1 の作用機構を解明する上で最も重要な発見は， 3T3-L1 細胞と脂肪細胞
において，DIF-1 が GLUT1 発現量に影響することなく GLUT1 の細胞膜への移
動を誘導したことであろう（Figure 7, 9B）。しかも，DIF-1 は脂肪細胞における
GLUT4 の細胞内局在には影響しなかった（Figure 9B）。また，通常は発現して
いないとされる GLUTs（3T3-L1 細胞では GLUTs2-4，脂肪細胞では GLUTs3-4）
について，DIF-1 刺激後の発現をウェスタンブロットで調べたが，それらの発
現は認められなかった（data not shown）。DIF-1刺激後の細胞における他のGLUT
分子種の発現誘導の可能性は否定できないが，DIF-1 によるグルコース取り込
み促進（Figure 3, 9A）と細胞膜上 GLUT1 局在量の変化（Figure 7, 9B）がよく
相関していることから, DIF-1 によるグルコース取り込み促進活性は GLUT1
の細胞膜への移動に起因すると思われる。 
  DIF-1 の作用機構を解明する上での参考事項として，今日までに，DIF-1
が哺乳類細胞の[Ca2+]Cを上昇させること（Kubohara et al., 1995a; 1995b; 
Kubohara, 1997; Kubohara et al., 1998），また，DIF-1 が PDE1 の直接の阻害剤で
あることが報告されている（Shimizu et al., 2004）。加えて，[Ca2+]Cの上昇が 
GLUT1 を介してグルコースの取り込みを促進することが，トリ赤血球（Bihler 
et al., 1982），スイス 3T3-L1 細胞（Kitagawa, 1987），ラット上皮細胞（Quintanilla 
et al., 2000）などで示されている。しかしながら，Tg や A23187（[Ca2+]Cを増加
させる薬剤），あるいは 8-MIBMX（PDE1 阻害剤）は，3T3-L1 細胞のグルコー
ス取り込みに影響しなかった（Figure 5A）。また，DIF 誘導体を用いた実験結果
から，DIF-1，DIF-3，THPH の示す[Ca2+]C上昇作用（Figure 6）とグルコース消
費促進作用（Figure 5A）に相関は見られなかったのに対して，DIF 誘導体の示
す抗腫瘍作用との動態はよく一致している（Kubohara, 1999）。以上すべての結
果から，DIF-1 は，[Ca2+]Cの上昇や PDE1 抑制とは異なる機構によって GLUT1
の細胞膜局在とグルコースの取り込みを促進していることが強く示唆される。 
 この他，DIF-1 同様の低分子脂溶性物質であるαリポ酸が 3T3-L1 脂肪細胞に
おいてグルコースの取り込みを促進することが報告されている（Estrada et al., 
1996; Konrad et al., 2001）が，αリポ酸の場合，PI3 キナーゼ/Akt 系を介して
GLUT4トランスロケーションを促進することにより機能している（Konrad et al., 
2001）点で，DIF-1 による作用メカニズムとは異なっている。 
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 最後に特記すべきことは，DIF-1 が今まで検討したすべての哺乳類細胞にお
いてグルコース消費を促進していることである。したがって，現段階では DIF-1
の作用メカニズムの詳細は不明だが，DIF-1 やその誘導体は糖代謝研究や細胞
生物学的研究の有効なツールとして利用可能と思われる。 
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Figure 1  Chemical structure of DIF-1, DIF-3 and their derivatives.  (A) DIF-1; 
1-(3,5-dichloro-2,6-dihydroxy-4-methoxyphenyl)hexan-1-one. DIF-3; 
1-(3-chloro-2,6-dihydroxy-4-methoxyphenyl)hexan-1-one. 2-MIDIF-1; 2-methoxy 
isomer of DIF-1.  DMPH; 1-(2,6-dihydroxy-4-methoxyphenyl)hexan-1-one. THPH; 
1-(2,4,6-trihydroxyphenyl)hexan-1-one. (B) Derivatives of DIF-1that have alkyl chains 
of different lengths. (C) Derivatives of DIF-1 and DIF-3 that have a different halogen. 
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Figure 2  Effect of DIF-1 on cell morphology in 3T3-L1 fibroblasts.  Confluent 
3T3-L1 cells were incubated in vitro for 3 days continuously with 0.2% EtOH (vehicle) 
(A), 20 μM THPH (B), or 20 μM DIF-1 (C), or cells were incubated for 3 days by 
exchanging the media every 24 hour with 0.2% EtOH (vehicle) (D), 20 μM THPH (E), 
or 20 μM DIF-1 (F). On Day 3, the cells were observed by using a phase-contrast 
microscope. Most of the cells under continuous incubation with DIF-1 were dead (C), 
but cells seemed to be healthy when the incubation medium was exchanged (F).  
Schematic color images of the culture wells are shown on the photos. Bar; 0.1 mm. 
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Figure 3  Effect of DIF-1 on glucose consumption, glucose uptake, and cell 
number in 3T3-L1 fibroblasts. (A) Confluent 3T3-L1cells were incubated for 12 h 
without or with 0.2% EtOH (vehicle) or 10-20 μM DIF-1, the incubation media were 
discarded, and all the cells were further incubated with fresh media in the absence of 
EtOH or DIF-1 for 18 h. The glucose concentration of each well was measured at the 
indicated time points, and the mean values ± S.D. (bars) of the triplicate (n=3) are 
presented. Note that the rate of glucose consumption by the control cells appear to 
increase along with the incubation time, which would be the allowable margin of error 
by the simple assay system. (B) Confluent 3T3-L1cells were incubated for 18 h without 
or with 0.2% EtOH or 10-20 μM DIF-1. The glucose concentration of each well was 
measured, and the approximate rate of glucose consumption was calculated. The cell 
number of each well was then assessed using a cell-number indicator. The mean values 
± S.D. (bars) of the triplicate (n=3) are presented. ** P < 0.001 versus others. n.s.; not 
significant. (C) Confluent 3T3-L1cells were incubated for the indicated period with 20 
μM DIF-1, and the 2-deoxy-glucose uptake was assessed as described in Materials and 
Methods. All samples were prepared in quartettes, and the mean values ± S.D. (bars) of 
each quartette (n=4) are presented. Note that it takes about 4 h for glucose-uptake 
activity to reach a maximal level. ** P < 0.001 versus *0-time control. n.s.; not 
significant. (D) Confluent 3T3-L1cells were incubated for 4 h without or with 0.2% 
EtOH (vehicle), 10-20 μM DIF-1, or 20 μM 2-MIDIF-1 (2-MID-1), and the 
2-deoxy-glucose uptake was assessed.  The mean values ± S.D. (bars) of the triplicate 
(n=3) are presented. The results agree well with those of the simple assay in (B). 
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 Figure 4  Effects of DIF-1 and its analogs on glucose consumption in RGM-1 
cells.  (A) Confluent RGM-1 cells were incubated for 14 h with 15-30 μM DIF-1, the 
incubation media were discarded, and all the cells were incubated with fresh media in 
the absence of EtOH or DIF-1 for 12 h. The glucose concentration of each well was 
measured at the indicated time points, and the mean values ± S.D. (bars) of the triplicate 
(n=3) are presented. (B) Confluent RGM-1cells were incubated for 12 h without or with 
8-30 μM DIF-1. The glucose concentration of each well was measured, and the 
approximate rate of glucose consumption was calculated. The cell number of each well 
was then assessed using a cell-number indicator. The mean values ± S.D. (bars) of the 
triplicate (n=3) are presented. * P < 0.02 versus others. ** P < 0.001 versus others. (C) 
Confluent RGM-1cells were incubated for 12 h without or with 0.2% EtOH (vehicle) or 
20 μM DIF analogs. The glucose concentration of each well was measured, and the 
approximate rate of glucose consumption was calculated. ** P < 0.01 versus others. 
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Figure 5  Effects of DIF analogs and some reagents on glucose concumption in 
3T3-L1 fibroblasts.  Confluent 3T3-L1cells were incubated for 10-14 h with 0.2% 
EtOH (vehicle), 20 μM of the indicated DIF derivatives, 20 nM thapsigargin (Tg), 0.2 
μM A23187, 0.4% DMSO (vehicle), or 0.4 mM 8-MIBMX. The glucose concentration 
of each well was measured, and the approximate rate of glucose consumption was 
calculated as a ratio of control (EtOH or DMSO). The mean values ± S.D. (bars) of 
three independent experiments (n=3) are presented.   
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Figure 6  Effects of DIF analogs on [Ca2+]c in 3T3-L1 fibroblasts.  (A) 
Fura-2-loaded 3T3-L1 cells were stimulated with 20 M of DIF-1, DIF-3, or THPH, or 
20 nM thapsigargin (Tg), and the changes in fluorescence ratio (R340/380) were 
monitored.  The representative traces of three independent cells are presented in each 
graph. (B) The intensities of the maximal fluorescence ratio (R340/380) induced by the 
reagents are presented as the ratio of the basal fluorescence ratio. The mean values ± 
S.D. (bars) of five independent cells (n=5) are presented. * P < 0.001. n.s.; not 
significant. 
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Figure 7  Effect of DIF-1 on GLUT1 translocation in 3T3-L1 fibroblasts.  (A) 
Crude membrane fractions of confluent 3T3-L1 cells were applied to sucrose 
density-gradient centrifugation, and the plasma membranes (PM) and low-density 
microsomes (LDM) thus obtained were analyzed by Western blotting for syntaxin4 (a 
marker for PM). (B) Confluent 3T3-L1 cells were incubated for 4 h with 0.2% EtOH (-) 
or 20 M DIF-1 (+), and crude membrane fractions of the cells were applied to sucrose 
density-gradient centrifugation. PM and LDM were then analyzed by Western blotting 
for GLUT1, and the relative amounts of GLUT1 in the blot are shown in the graph. (C) 
The relative amounts of GLUT1 present in PM were assessed after stimulation with 
0.2% EtOH or 20 M DIF-1, as described in (B). The mean values ± S.D. (bars) of 
three independent (n=3) experiments are presented. ** P < 0.01. 
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Figure 8  Effects of DIF-1 and PI3K inhibitors on glucose consumption in 3T3-L1 
fibroblasts.  (A) Confluent 3T3-L1cells were incubated for 8 h without or with 20 M 
DIF-1 and/or 0.1 M wortmannin (Wort) (left panel) or 30 M LY294002 (LY) (right 
panel). All the incubation media contained 0.2% EtOH (left panel) or both 0.3% DMSO 
and 0.1% EtOH as vehicles (right panel). The glucose concentration of each well was 
measured, and the approximate rate of glucose consumption was calculated as a ratio for 
the control. All samples were prepared in triplicate, and the mean values ± S.D. (bars) of 
the triplicate (n=3) are presented. ** P < 0.001. (B) Confluent 3T3-L1cells were 
incubated for 4 h without or with 20 M DIF-1 and/or 0.1 M wortmannin (Wort) (all 
the incubation media contained 0.2% EtOH as vehicle), and the 2-deoxy-glucose uptake 
was assessed as described in Materials and Methods. Values are the means ± S.D. (bars) 
of three independent experiments (n=3) in which four-well determination was 
performed for each sample. * P < 0.01. ** P < 0.05. (C) Confluent 3T3-L1cells were 
incubated for 6 h without or with 20 M DIF-1 and/or 0.1 M wortmannin (Wort) (all 
the incubation media contained 0.2% EtOH as vehicle), and the cell proteins were 
analyzed by Western blotting for Akt, phospho-Akt (p-Akt), and GLUT1. Representative 
results of several similar experiments are presented. Note that wortmannin can inhibit 
the phosphorylation of Akt at least for 9 h of incubation (data not shown). 
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 Figure 9  Effects of DIF-1 and insulin on glucose uptake (A) and the 
translocation of GLUT1 and GLUT4 (B) in 3T3-L1 adipocytes.  (A) As described 
schematically, adipocytes were stimulated for 4 h with 0.2% EtOH (vehicle), 10 μM 
DIF-1 and/or 0.1 μM wortmannin (wort) in DMEM (low glucose, serum-free) and then 
for 30 min in Buffer A (BA) containing the same reagents. Alternatively, 3T3-L1 
adipocytes were stimulated for 30 min with 100 nM insulin (Ins) and/or 0.1 μM 
wortmannin (wort) in BA. All samples were then assayed for 2-deoxy-glucose uptake. 
Note that the maximal effect was attained with 10 μM of DIF-1 under the conditions 
probably because the active concentration of DIF-1 was high due to the absence of calf 
serum in the incubation media (calf serum reduces the effects of DIF-1; data not shown). 
The values in the graph are the means ± S.D. (bars) of three independent experiments 
(n=3). ** P < 0.0001. The adipoyte cell proteins stimulated with the reagents were 
analyzed by Western blotting for Akt and phospho-Akt (p-Akt).  (B) 3T3-L1 adipocytes 
were incubated for 4.5 h with 0.2% EtOH (C) or 10 μM DIF-1 (D) or for 30 min with 
100 nM insulin (I), and the crude membrane fractions of the cells were applied to 
sucrose density-gradient centrifugation. The plasma membranes (PM) and low-density 
microsomes (LDM) thus obtained were analyzed by Western blotting for GLUT1 and 
GLUT4 (representative blots are shown; upper panel). The relative amounts of GLUT1 
and GLUT4 present in PM were assessed, and the mean values ± S.D. (bars) of three 
independent experiments (n=3) are presented in the graph. ** P < 0.01. The total cell 
lysates of the three samples were also analyzed by Western blotting for GLUT1 and 
GLUT4. 
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第 6 部 ラット脂肪細胞においてアクチンフィラメントは    
    インスリンによる GLUT4 のエキソサイトーシス   
    には重要であるがエンドサイトーシスには関与し   
    ない。 
要旨 
 アクチン細胞骨格はインスリン刺激によるグルコースの取り込みおよびイン
スリン調節性グルコーストランスポーターである GLUT4 のトランスロケーシ
ョンに関与しているといわれている。しかし，これまでの報告のほとんどは L6
筋細胞や 3T3-L1 脂肪細胞などの接着細胞で検討されたものであり, 広く用いら
れている実験系である遊離ラット脂肪細胞でのインスリン作用におけるアクチ
ンフィラメントの役割に関してはほとんど検討されていない。本研究では，ラ
ット脂肪細胞を用い, GLUT4 のトラフィッキングにおけるアクチンフィラメン
トの生理的役割について検討を行った。 まずはじめに, 共焦点レーザー顕微鏡
を用いて, 2 種類のアクチン脱重合剤であるラトランクリン A とサイトカラシン
D の，アクチンフィラメント構造とインスリンのグルコース取り込み促進作用
に対する効果を比較した。細胞をラトランクリン A で処理すると, 時間および
濃度依存的にアクチンフィラメントの消失がみとめられた。その効果はグルコ
ースの取り込みに対するインスリン作用の抑制効果と非常によく相関した。一
方，50 μM のサイトカラシン D は, インスリンによるグルコースの取り込みを
有意に抑制したが，アクチンフィラメントの脱重合には効果が無く，サイトカ
ラシン D 処理細胞では，むしろ多数の点状のシグナルがみとめられた。ラトラ
ンクリン A によりアクチンフィラメントが消失した脂肪細胞では, GLUT4 のト
ランスロケーションは完全に抑制された。さらに，I 型主要組織適合抗原由来ペ
プチドである DK-(62-85)で GLUT4 のエンドサイトーシスを完全に抑制した状態でも, 
ラトランクリンAはインスリンによるグルコースの取り込みとGLUT4のトラン
スロケーションを著明に抑制した。このことは，インスリンによる GLUT4 小胞
のエキソサイトーシスにアクチンフィラメントが必須であることを示している。
一方，ラトランクリン A は GLUT4 のエンドサイトーシスはほとんど抑制しなか
った。以上の結果から, ①ラット脂肪細胞において，ラトランクリン A はサイ
トカラシン D よりもアクチンフィラメント脱重合剤としてより適したツールで
あること, また，②アクチンフィラメントは GLUT4 の細胞内プールから細胞膜
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へのエキソサイトーシスには重要であるがエンドサイトーシスには関与しない
ことが示された。 
 
序論 
 インスリンは骨格筋・心筋や脂肪細胞において GLUT4 を細胞内貯蔵コンパー
トメントから細胞膜へとトランスロケーションすることによりグルコースの取
り込みを促進する（Cushman and Wardzala, 1980; Suzuki and Kono, 1980）。しかし
GLUT4 貯蔵コンパートメントの詳しい性状は未だ明らかではない。最近の研究
により，インスリンによる GLUT4 のトランスロケーションの律速段階は，細胞
内コンパートメントから細胞膜へのGLUT4のエキソサイトーシスのステップで
あることが明らかになった（James et al., 1994; Holman et al., 1994; Shibata et al., 
1995）。一方，細胞膜上の GLUT4 分子はインスリンの有無に関わらずクラスリ
ンを介した機構により恒常的に細胞内に取り込まれた後，早期エンドソームに
あらわれ（Slot et al., 1991; Robinson et al., 1992; Jhun et al., 1992; Yang and Holman, 
1993; Satoh et al., 1993），インスリンが存在する間はリサイクリングにより細胞
膜へ戻る。インスリンがなくなると GLUT4 は徐々にエンドソームを介したリサ
イクリング経路から離脱し，再び GLUT4 貯蔵コンパートメントに隔離される
（Shibata et al., 1995）。 
 GLUT4 の細胞内輸送の詳しい機構はまだ明らかになっていないが，これまで
の研究により，アクチンフィラメントがインスリンによる GLUT4 のトランスロ
ケーションに生理的に重要な役割を果たしていることが示されている。たとえ
ば，L6 筋細胞（Tsakiridis et al., 1994; Tsakiridis et al., 1995; Wang et al., 1998a）や
3T3-L1 脂肪細胞（Wang et al., 1998b）において，サイトカラシン D でアクチン
フィラメントを消失させると，グルコースの取り込みや GLUT4 の細胞膜へのト
ランスロケーションに対するインスリン効果が著明に低下する（Wang et al., 
1998b）。また 3T3-L1 脂肪細胞において，サイトカラシン D はインスリンで惹起
されるPI3キナーゼのGLUT4コンパートメントへの移行を抑制する（Wang et al., 
1998b）。 また，3T3-L1 脂肪細胞において，Rho/Rac を不活性化することでアク
チンフィラメントを脱重合するクロストリジウム毒素は，インスリンのグルコ
ースの取り込み促進作用を抑制する（Schmidet al., 1998）。 
 しかしながら，GLUT4 の小胞輸送におけるアクチンフィラメントの役割につい
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ては多くの点が未解明である。第 1 に，これまでの報告のほとんどは，L6 筋細
胞や 3T3-L1 脂肪細胞のような接着細胞で検討されたものであり, ストレス線維
が豊富なこれらの細胞では皮質アクチンフィラメントとストレス線維との役割
を識別するのは難しい。その理由は，サイトカラシン D などのアクチン脱重合
剤によってこれらアクチン細胞骨格が共に影響を受けるかどうか不明であるか
らである。この点に関して，サイトカラシン D はアクチンの伸長端に結合する
ことでアクチンを脱重合させるため，ストレス線維のように活発にターンオー
バーしているアクチン線維はサイトカラシン D の影響をより受けやすいと考え
られる。対照的に，皮質アクチンはサイトカラシン D による脱重合は受けにく
い（Cassimeris et al., 1990）。第 2 に，哺乳類細胞においてアクチンフィラメント
はエキソサイトーシスだけでなく受容体を介したエンドサイトーシスにも関与
していることが報告されている（Gottlieb et al., 1993; Lamaze et al., 1997）。上述の
ように，インスリンによる GLUT4 のトランスロケーションは，促進されたエキ
ソサイトーシスと恒常的なエンドサイトーシスによる動的な過程である。しか
しながら，GLUT4 のエキソサイトーシスあるいはエンドサイトーシスにおける
アクチンフィラメントの特異的な役割に関しては，まだ調べられていない。最
後に，遊離ラット脂肪細胞はインスリン作用を検討する細胞系として広く使わ
れているが，この細胞での GLUT4 の細胞内輸送におけるアクチンフィラメント
の役割については報告がほとんどない。特にアクチンフィラメントの構造に対
するアクチン脱重合剤の作用について形態的に調べた報告はほとんどない。そ
の理由はおそらく，脂肪細胞は巨大な脂肪滴の周囲に細胞質が狭く存在する珍
しい特徴を持っているため，顕微鏡によるアクチンフィラメントの観察が非常
に難しいためと思われる。 
 これらの点を明らかにするために，ラット脂肪細胞での GLUT4 の細胞内輸送
におけるアクチンフィラメントの役割を検討した。遊離ラット脂肪細胞は細胞
外基質に接着せず，また外因性の刺激によって凝集することもないので，スト
レス線維が存在しない。この特徴のおかげで，脂肪細胞では，ストレス線維の
豊富な接着細胞と比べると，GLUT4 小胞の細胞内輸送における皮質アクチンの
役割をより明らかにできる。まず，ラット脂肪細胞のアクチン線維を脱重合す
るために，サイトカラシン D とラトランクリン A という作用機序の異なる 2 種
類のアクチン脱重合剤の効果をレーザー共焦点顕微鏡を用いて比較した。ラト
ランクリン A は紅海海綿（Latrunculia magnifica）から単離された新規のアクチ
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ン脱重合剤であり，非筋肉細胞のアクチン細胞骨格を壊すことが報告されてい
る（Wang et al., 1998b）。サイトカラシン D とは異なり，ラトランクリン A は G-
アクチン単量体と 1:1 に結合することにより平衡状態を脱重合の方向へシフト
し，アクチン線維を脱重合する（Coue et al., 1987）。3T3-L1 脂肪細胞においてラ
トランクリン A はインスリンによるグルコースの取り込みを抑制することが報
告されている（Wang et al., 1998b）。形態学的解析に加えて，これらのアクチン
脱重合剤のインスリンによるグルコースの取り込み促進作用に対する効果を，
アクチンフィラメントに対する効果との関連性から検討した。本研究により，
遊離ラット脂肪細胞のアクチンフィラメントを脱重合するには，ラトランクリ
ン A の方がサイトカラシン D よりも特異的で効果的であることが示された。ラ
トランクリン A を用いることにより，アクチンフィラメントの脱重合が GLUT4 
のエキソサイトーシスあるいはエンドサイトーシスに対して影響するかどうか
を検討した。その結果，ラット脂肪細胞においてアクチンフィラメントはイン
スリンで促進される GLUT4 のエキソサイトーシスに重要な役割を果たしてい
るがエンドサイトーシスには関与しないことが示された。 
 
実験方法 
材料 
 125I-ProteinA は Dupont 社より購入した。ラトランクリン A は和光純薬（京都,
日本）より購入し 10 mg/ml の濃度で DMSO に溶かした。サイトカラシン D は
シグマ社より購入した。Dk-(62-85)ペプチドは既報の如く合成し（Shibata et al., 
1995）, 細胞添加前に 0.1 M NaCl に 1.0 mM の濃度で溶解し, 37℃で一晩インキ
ュベートして活性化した。ロダミン標識ファロイジンとフルオレセイン標識フ
ァロイジンは Molecular Probe 社（Eugene, OR, USA）から購入した。 
 
遊離ラット脂肪細胞の調製 
 遊離脂肪細胞は Sprague-Dawley 種雄ラット（チャールズリバー社, 約 170-200 
g）の傍副睾丸脂肪組織からコラゲナーゼ法により調製した（Rodbell, 1964）。特
別な場合を除き遊離脂肪細胞は buffer A （40 mg/ml ウシ血清アルブミン, 3 mM
ピルビン酸ナトリウムを含む 25 mM Krebs-Henseleit Hepes buffer, pH 7.4）に懸濁
した。 
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3-O-metyl-D-glucose 取り込み測定 
 遊離脂肪細胞のグルコース輸送活性は，0.1 mM 3-O-メチルグルコースの取り
込み速度をオイルフローテーション法により測定した（Shibata et al., 1991）。 
 
遊離脂肪細胞のアクチン線維の可視化 
 遊離したラット脂肪細胞は bufferA で懸濁し 37℃で，30 分間インキュベート
した。その後，細胞を bufferA で 3 回洗い，3%（w/v）パラホルムアルデヒドで
室温で１時間固定した。10 mg/mlウシ血清アルブミンを含むPBSで 3回洗浄後，
ロダミン標識ファロイジン（3 units/ml）と 30 分（室温）反応させた。その後，
細胞を PBS で洗い，退色防止剤である n-propyl gallate を含む 50% グリセロール
で封入した（Shin et al, 1996）。細胞の観察はオリンパスの AX-70 落射蛍光顕微
鏡（オリンパス, 東京）で行った。また画像は冷却 CCD カメラ（PXL 1400; 
Photometrics, Tucson, AZ, U. S. A）で記録し IPLab Spectrum ソフトウエア（Signal 
Analytics, Vienna, VA, U. S. A ）で解析した。レーザー共焦点画像はレーザー共焦
点システム（MRC-1024; Bio-Rad, Hemel Hempstead, Herts., UK）を備えた AX-70 
落射蛍光顕微鏡（オリンパス, 東京）を用いて取得した。画像解析は Bio-Rad 
LaserSharp ソフトウエアを用いて解析した。 
 
ラット脂肪細胞における GLUT4 局在 
 ラット脂肪細胞は上記と同様に固定し，PBS で洗浄後, Solution A (0.1% サポ
ニン, 1% ウシ血清アルブミン, 3% ヤギ血清を含む PBS)で室温にて 45 分間
permeabilization とブロッキングを行った。その後，細胞をウサギ抗 GLUT4 抗体
（1,000 倍希釈）と室温で 2 時間インキュベートした。0.1% サポニンを含む PBS
で洗浄後FITC標識ロバ抗ウサギ IgG（Jackson ImmunoResearch, West Globe, PA, U. 
S. A）（2,000 倍希釈）と 1 時間（室温）反応させた。最後に細胞を 0.1% サポニ
ンを含む PBS で洗った後，退色防止剤を含む封入剤で封入し共焦点レーザー顕
微鏡で観察した。 
 
膜分画法とイムノブロッティング 
 細胞膜画分と低密度ミクロソーム画分は既報の方法により調製した（Shibata 
et al., 1995）。各画分のタンパクは 10% ポリアクリルアミドゲルを用いた
SDS-PAGE によって分離し，PVDFメンブレンに電流 120 mA で 4 時間転写した。
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PVDF メンブレンは 5% BSA, 10 mM Tris/HCl（pH 7.4）, 154 mM NaCl のバッフ
ァーで室温で 1 時間ブロッキングを行った。その後メンブレンはウサギ抗
GLUT4 抗体（1,000 倍希釈）と 4℃で一晩インキュベートした。メンブレンを洗
浄後，0.2 μCi/ml の 125I-Protein と室温で１時間インキュベートした。洗浄後, メ
ンブレンを乾燥し FUJIX BAS2000 イメージアナライザーを用いてブロットを可
視化した。 
 
GLUT4 エンドサイトーシスの測定 
 GLUT4 エンドサイトーシスの測定は既報の如く行った（Shibata et al., 1995） 。
略述すると，インスリンで刺激した脂肪細胞を 2 mM KCN 存在下において Buffer 
A で 37℃, 20 分間インキュベートした。細胞に TPCK 処理トリプシン（終濃度 1 
mg/ml）を加え, 15 分間インキュベート後，大豆由来のトリプシンインヒビター
（2 mg/ml）を加え Buffer A で 3 回洗った。細胞を新しい Buffer A に懸濁し 20
分間インキュベートした。細胞を 250 mM ショ糖, 10mM Tris/HCl, 1 mM EDTA/Na 
pH 7.4 で 3 回洗浄後，ダウンスガラスホモジナイザーでホモジナイズし，膜分
画法により細胞膜画分と低密度マイクロソーム画分を調製し，イムノブロッテ
ィングに供した。 
 
結果 
遊離ラット脂肪細胞におけるアクチンフィラメントの構築に対するラトランク
リン A の効果 
 まず最初に，標識ファロイジンを用いて，ラット遊離脂肪細胞のアクチンフ
ィラメントの構築に対するアクチン脱重合剤（ラトランクリン A およびサイト
カラシン D）の効果を蛍光顕微鏡とレーザー共焦点顕微鏡により検討した
（Figure 1）。遊離脂肪細胞を，0（Figure 1 A および E）, 0.25（同 B および F），
2.5（同 C および G），25（同 D および H）μg/ml の濃度のラトランクリン A で
37℃，30 分間処理し, 蛍光顕微鏡（Figure 1 A, B, C, D）とレーザー共焦点顕微鏡
（同 E, F, G, H）で観察した。ラトランクリン A 処理により，濃度依存性にアク
チンフィラメントの消失が見られ, 25 μg/ml の濃度で完全に消失した（Figure 1 
A-D）。脂肪細胞の細胞質は脂肪滴周囲の狭い部分に限局して存在し, 通常の蛍
光顕微鏡では各光学的切片上のGLUT4の点状蛍光シグナルが重なって観察され
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るため，低濃度のラトランクリン A でアクチンフィラメントが部分的に脱重合
している可能性を否定できない。そこで，ラトランクリン A 処理細胞における
アクチンフィラメントの状態をさらに検討するために，ラット脂肪細胞の細胞
質の端に近い部分のアクチンフィラメントをレーザー共焦点顕微鏡を用いて観
察した（Figure 1 E-H）。球状のラット脂肪細胞の中心部分の共焦点画像では，落
射蛍光顕微鏡と比べて，得られる情報量は殆ど変わりはなかった。細胞質の端
に近い部分の共焦点面では，アクチンフィラメントはびまん性あるいは網状の
シグナルとして観察された。注目すべきこととして，ストレス線維と思われる
線状シグナルは細胞質ではみられなかった。共焦点顕微鏡を用いた観察では，
ラトランクリン A の処理により，濃度依存性に網状のアクチンフィラメントの
シグナルの消失が認められた（Figure 1 E-H）。これは落射蛍光顕微鏡による観察
の結果と一致していた。 
 
ラトランクリン処理によるアクチンフィラメントの経時的変化 
 次に，ラトランクリン A によるアクチンフィラメントの消失効果を経時的に
検討した。細胞をラトランクリン A 非処理，あるいはラトランクリン処理後，0
分，2 分あるいは 5 分後（D,H）に固定し標識ファロイジンでアクチンフィラメ
ントを可視化した（Figure 2）。Figure 2 A-D は蛍光顕微鏡による観察，同 E-H は
共焦点顕微鏡による観察の結果である。Figure 2B に示すように，ラトランクリ
ンによるアクチンフィラメントの脱重合は非常に急速で，ラトランクリン添加
後すぐに洗浄固定した細胞においてもかなりの量のアクチンフィラメントの消
失が見られた。ラトランクリンによる 5 分間の処理により，見かけ上，アクチ
ンフィラメントのシグナルは完全に消失した。共焦点顕微鏡による観察でも，
落射蛍光顕微鏡の結果と一致して，ラトランクリン A 処理後 5 分で細胞質の端
のアクチンフィラメントの網状シグナルの消失が観察された。 
 
インスリンによるグルコース取り込み促進作用におけるアクチンフィラメント
の役割の検討 
 次に，アクチンフィラメントがインスリンによるグルコースの取り込み促進
作用に重要であるかを検討するために，ラトランクリン A で処理した脂肪細胞
におけるグルコースの取り込みを検討した。Figure 3A はインスリンによるグル
コース取込み促進作用に対するラトランクリンの効果の濃度依存性を，Figure 
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3B は継時的変化をみたものである。Figure 3A に示すように，インスリンによ
るグルコースの取り込み促進作用はラトランクリン A 添加によって濃度依存性
に抑制された。インスリンによる促進効果は，ラトランクリン A 25 μg/ml でほ
ぼ完全に抑制され，これはアクチンフィラメントの消失と合致していた。同様
に，Figure 3B に示すように，ラトランクリン A 処理後 5 分でグルコース取込み
に対するインスリン効果は著明に抑制された。これらの結果は，ラトランクリ
ン A 処理した細胞においては，アクチンフィラメントの消失とインスリンのグ
ルコース取り込み促進作用の抑制とが，密接に相関することを示している。 
 
サイトカラシン D とラトランクリン A の作用の比較 
 サイトカラシン D は多くの報告においてアクチンフィラメント脱重合剤とし
て用いられているので，ラット脂肪細胞におけるサイトカラシン D とラトラン
クリン A の作用を比較した。ラトランクリン A とは対照的に，蛍光顕微鏡によ
る観察では，サイトカラシン D は 50 μM の濃度でも見かけ上アクチンフィラメ
ントの脱重合は見られなかった（Figure 4C）。共焦点顕微鏡による観察でも，サ
イトカラシン D でアクチンフィラメントは消失しなかった（Figure 4 E-H）。そ
れに加えて，ラトランクリン A 処理細胞とは多いに異なり，サイトカラシン D
処理細胞では，たくさんの強い点状シグナルが見られた。結果は示していない
が，チャイニーズハムスター卵巣細胞や 3T3-L1 脂肪細胞ではサイトカラシン D
は 1 μM の濃度でストレス線維を脱重合させた。50 μM の濃度のサイトカラシン
D でもアクチンの脱重合を起こさないが，グルコース取込みに対するインスリ
ン作用は著明に（58%）抑制した。このことから，サイトカラシン D によるグ
ルコース取込みの抑制はアクチンの脱重合によるものではないことが示唆され
る。ラトランクリンAは，インスリンで刺激後にKCNで処理した細胞において，
グルコース取込みを抑制しなかったことから，ラトランクリンはグルコースト
ランスポーター自体の活性は抑制しないと考えられた。 
 
ラトランクリン A の効果の可逆性の検討 
 ラトランクリン A が非特異的に細胞障害をもたらす可能性を除外するために，
我々はインスリン作用に対するラトランクリンの効果が可逆的かどうかを検討
した。Figure 5 はラトランクリンで処理後，細胞を新鮮なバッファーA で洗い，
細胞のインスリン反応性の回復をみたものである。ラトランクリン A 刺激後，
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細胞を洗浄することにより，インスリンによるグルコースの取り込み活性は最
大値の 60% まで回復した。 
 また我々はインスリンによる PI3 キナーゼの活性化と Akt の活性化（セリン,
スレオニンリン酸化）に対するラトランクリン A の影響を調べた。これら 2 つ
のキナーゼはインスリンによるグルコースの取り込みやグリコーゲン合成酵素
の活性化に関与している（Holman and Kasug, 1997; Kohan et al., 1996; Tanti et al., 
1997; Ueki et al., 1998）。データは示していないが，ラトランクリン A はインスリ
ンによる PI3 キナーゼ活性化はほとんど抑制せず, Akt のリン酸化/活性化にも影
響しなかった。以上の結果から，ラトランクリン A のアクチンフィラメントに
対する効果は，細胞に対する非特異的な障害作用によるものではなく，またラ
トランクリン A は PI3 キナーゼの下流に作用してインスリンの効果を抑制して
いることが示された。 
 
GLUT4 の細胞内局在に対するラトランクリン A の効果 
 最近 Malide らは，ラット白色脂肪細胞における GLUT4 の局在を免疫染色法
により検討する方法を報告した（Malide et al., 1997） 。我々は次にインスリン
によるGLUT4のトランスロケーションに対するラトランクリンの作用を免疫染
色法により検討した。非刺激状態では GLUT4 はほとんど細胞内，主に核周辺と
細胞質に散在して分布している（Figure 6 A）。インスリン刺激により GLUT4 は
細胞膜上に分布したが（同 B），ラトランクリン A 前処理によりインスリン刺激
による GLUT4 の細胞膜上へのトランスロケーションは著明に抑制された（同 C）。 
 
GLUT4 エキソサイトーシスにおけるアクチンフィラメントの役割 
 次の一連の実験において，我々は，ラット脂肪細胞において，アクチンフィラ
メントが GLUT 4 のエキソサイトーシスあるいはエンドサイトーシスに関与す
るかどうかを検討した。このために，GLUT4 のリサイクリング経路をエキソサ
イトーシスとエンドサイトーシスのステップ（Shibata et al., 1995）に分けること
により検討した。GLUT4 のエキソサイトーシスは，Ⅰ型主要組織適合抗原由来
ペプチドである Dk-(62-85)ペプチドを用いることにより測定した。Dk-(62-85)ペ
プチドは GLUT4 のエンドサイトーシスを完全に抑制するため, このペプチド
存在下では GLUT4 分子のエキソサイトーシスによる細胞膜への集積のみを見
ることができる（Shibata et al., 1995; Stagsted et al., 1993）。Figure 7 は Dk-(62-85)
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ペプチド存在下でのグルコースの取り込み作用に対するラトランクリン A の効
果をみたものである。右のパネルに示すように，Dk-(62-85)ペプチド存在下にお
いても，ラトランクリン A 処理によりインスリンによるグルコースの取り込み
促進作用は，ペプチド非存在下と同じように，ほぼ完全に抑制された。次にイ
ンスリンによるGLUT4のトランスロケーションに対するラトランクリンAの作
用を検討した。Figure 8 は，DK-(62-85)ペプチド非存在下（A）あるいは非存在下
（B）での細胞膜画分（PM）, 低密度ミクロソーム画分（SS）の GLUT4 蛋白
量をウエスタンブロットにて検出したものである。DK-(62-85)ペプチドで GLUT4
のエンドサイトーシスを抑制した状態でも，ペプチド非存在下と同様にラトラ
ンクリンA処理によりインスリンによるGLUT4のトランスロケーションは著明
に抑制された。以上の結果から，アクチンフィラメントはインスリンによる
GLUT4 の細胞内プールから細胞膜へのエキソサイトーシスのステップに不可欠
であることが示された。 
 
GLUT4 エンドサイトーシスにおけるアクチンフィラメントの役割 
 最近，Lamaze らはヒト上皮癌 A431 細胞において thymosinβ4, Dnase I そして
ラトランクリン A などの非常に特異的なアクチン脱重合剤が，トランスフェリ
ン受容体の被覆小窩への集積を抑制することを発見した（Lamaze et al., 1997）。
GLUT4もまたクラスリン被覆ピットを介してエンドサイトーシスされる（Slot et 
al., 1991; Robinson et al., 1992）ことから，筆者ら GLUT4 のエンドサイトーシス
におけるアクチンフィラメントの役割を検討した。GLUT4 のエンドサイトーシ
スの測定には Czech & Buxton の方法を用いた（Czech and Buxton, 1993）。細胞を
インスリンで刺激後，シアン化カリウムを添加し細胞内の ATP を枯渇させて
GLUT4 のリサイクリングを止めた。リサイクリングが止まる事により細胞膜に
GLUT4 が蓄積した状態になる。この状態で細胞をトリプシンで処理すると，細
胞膜上の GLUT4 がトリプシン分解され 35 kDa フラグメントが生じる。トリプ
シンインヒビターで反応を止め，細胞をバッファーで洗うことにより，再び
GLUT4 のリサイクリングが起きる。膜分画法により細胞膜画分（PM）と低密度
ミクロソーム画分（SS）における 35 kDa の GLUT4 蛋白を追跡することにより，
細胞膜から細胞内への GLUT4 のエンドサイトーシスのステップをみることが
できる。Figure 9 に示すように，トリプシン分解された 35 kDa フラグメントの
エンドサイトーシスはラトランクリン A によって抑制されなかった。 
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 我々はまたインスリンで刺激した細胞にワートマニンを添加するとグルコー
ス取り込み活性の減衰が起きるが, この減衰にラトランクリン A がどのように
作用するかを検討した。ワートマニンは DK-(62-85)ペプチドとは対照的に，
GLUT4 のエンドサイトーシスには作用せず，GLUT4 のエキソサイトーシスのみ
を抑制する（Yang et al., 1996）。したがって，ワートマニン処理細胞では細胞膜
からのグルコーストランスポーターのエンドサイトーシスのみをみることがで
きる。Figure 10 は，インスリンで刺激し（-15min の時点で行う）グルコース取
り込み活性が最大になった（Time 0）時点でワートマニンを添加し，グルコース
取り込み活性の減衰を経時的にみた結果である。Figure 10 に示すように, ラトラ
ンクリン A の添加はグルコース取込み活性の減衰を抑制せず，むしろワートマ
ニンとラトランクリン A の両者を加えた状態では，ワートマニン単独だけと比
較すると減衰が増強された。これは 2 種類の薬剤の作用機構が異なることを示
唆している。これらの結果は，アクチンフィラメントは GLUT4 エンドサイトー
シスには必要でないことを示すものである。 
 
考察 
 本研究はGLUT4の細胞内小胞輸送におけるアクチンフィラメントの役割につ
いて，いくつかの重要な洞察を与える。第 1 点として，遊離脂肪細胞において
はアクチンフィラメントの脱重合剤として，ラトランクリン A の方がサイトカ
ラシン D よりも適していることが明らかになった。細胞をラトランクリン A で
処理すると，濃度および時間依存的にアクチンフィラメントの脱重合が生じ，
それはグルコースの取り込みやGLUT4トランスロケーションに対するインスリ
ン作用の抑制と非常によく相関した。対照的に，サイトカラシン D はアクチン
フィラメントの消失には効果的でなく，逆に高濃度では多くの点状のシグナル
が観察された。これらの点状のシグナルの明確な性状は現時点では不明である。
50 μΜのサイトカラシン D はインスリンのグルコースの取り込み促進作用を抑
制するが，それはアクチンフィラメントの脱重合によるものではないと考えら
れた。 
 遊離脂肪細胞においてアクチンの脱重合やインスリン効果を抑制するラトラ
ンクリン A の最大濃度（59 μM）は A431 細胞（Lamaze et al., 1997）におけるト
ランスフェリン受容体のエンドサイトーシスを抑制する濃度とほぼ同等である
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が，他の細胞においてアクチンフィラメントの消失や形態学的変化を起こす濃
度（micomolar range）と比べるとかなり高濃度である（Wang et al., 1998b; Spector 
et al., 1983）。しかしながら，インスリンによるグルコース取り込みや GLUT4 の
トランスロケーションがラトランクリンによって抑制されるのは細胞に対する
非特異的な障害によるものではないと考えられる。その理由は,  1）インスリン
によるグルコース取り込み促進作用に対するラトランクリン A の効果は可逆的
であり，2）ラトランクリン A はインスリンによる PI3 キナーゼの活性化や Akt
のリン酸化作用を抑制しないからである。遊離脂肪細胞においてアクチンフィ
ラメントがラトランクリン A に対して低い感受性を示す理由は明らかではない。
ひとつの可能性として，ラトランクリンは疎水性であるため，細胞内の脂肪滴
の存在によってラトランクリン A 作用の濃度効果曲線が右に移行するからでは
ないかと思われる。別の可能性は，皮質アクチンフィラメントはストレス線維
よりもラトランクリン A に対して感受性が低く，後者は接着細胞よりも遊離脂
肪細胞においてはるかに少ないためであるかもしれない。 
 第 2 点として，本研究は GLUT4 小胞輸送における皮質アクチンフィラメント
の役割を，以前の報告よりもより明らかに示した（Tsakiridis et al., 1994; Tsakiridis., 
1995; Wang et al., 1998a; 1998b; Schmid et al., 1998）。3T3-L1 や L6 細胞などの接
着細胞ではストレス線維が豊富に存在するため，アクチン脱重合剤の効果の解
釈が不明である。遊離脂肪細胞においては，ストレス線維が乏しい状態でもイ
ンスリンによりグルコースの取り込みが促進されGLUT4トランスロケーション
が起きる。また，皮質アクチンフィラメントの脱重合がインスリンのグルコー
ス取り込み促進作用の抑制と密接に相関している。したがって，インスリンに
よる GLUT4 トランスロケーションにおいては，皮質アクチンフィラメントはス
トレス線維よりもより重要であると考えられる。 
 第 3 点として，本研究により，アクチンフィラメント（おそらく皮質アクチ
ン）は GLUT4 の細胞内プールから細胞膜へのエキソサイトーシスには必要であ
るが，エンドサイトーシスには必要でないことが示された。GLUT4 のエキソサ
イトーシスはラトランクリン A で完全に抑制された。対照的に，トリプシン分
解されたGLUT4の35kDaフラグメントのエンドサイトーシスはラトンランクリ
ン A により影響されなかった。同様にインスリン刺激した細胞における，ワー
トマニン処理によるグルコース取り込み活性の減衰はラトランクリン A 添加に
よって遅延せず，むしろ促進された。この相加性は 2 種類の異なる阻害剤の作
 132
用点が異なることを示唆する。しかし，ラトランクリン A 単独よりもワートマ
ニンとラトランクリン両者を入れた方がグルコース取り込み活性の最終値が低
くなることは，それぞれの試薬単独では完全に抑制されない残存している
GLUT4 のエキソサイトーシスが時間経過に影響しているという可能性も考えら
れる。 
 現時点では，インスリンによる GLUT4 小胞のエキソサイトーシスにおけるア
クチンフィラメントの作用機構は明らかになっていない。アクチンフィラメン
トがインスリンのシグナル伝達に重要である可能性がある。本研究ではインス
リンによる PI3 キナーゼや Akt キナーゼ活性化はラトランクリン A によって影
響を受けないことが示されたが，Wang らは，インスリンで促進される GLUT4
を含むコンパートメントへの PI3 キナーゼ結合がアクチンフィラメントの脱重
合により著明に抑制されることを報告している（Wang et al., 1998）。それゆえ，
アクチンフィラメントが無い状態では，インスリンによるシグナル分子の目的
の場所への局在ができなくなるのかもしれない。しかし Tsiani らは vanadate と
pervanadate が PI3 キナーゼ非依存性にグルコース取り込みと GLUT4 トランスロ
ケーションを促進するが，サイトカラシン D でアクチン網をこわすとグルコー
スの取り込み活性が抑制されることを報告している（Tsianiet al., 1998）。私たち
も GTPγS によるグルコースの取り込みと GLUT4 トランスロケーションがラト
ランクリン A により抑制されることを見いだしている（H, Shibata., W, Omata 未
発表データ）。以上のことにから，別の可能性として，アクチンフィラメントは
刺激の種類に関わらず GLUT4 の小胞輸送に より直接的に関与していることが
考えられる。GLUT4 のエキソサイトーシスにおけるアクチンフィラメントの機
能の解明には更なる検討が必要である。 
 GLUT4 やトランスフェリン受容体はともにクラスリン被覆小胞を介して細胞
内に入り早期エンドソームに出現するが（Malide et al., 1997），GLUT4 のエンド
サイトーシスにおけるアクチンフィラメントの役割に関する本研究の結果は
Lamaze らの報告（Lamaze et al., 1997）とは一致しない。酵母ではエンドサイト
ーシスにおけるアクチンフィラメントの役割はほぼ確立されている（Kubler  
and Riezman, 1993; Benedetti et al., 1994., Munn et al., 1995）が，哺乳類細胞では議
論がある。 
 Madin-Darby canine kidney 細胞（Gottlieb et al., 1994）や Caco2 細胞（Jackman et 
al., 1994）におけるアクチンフィラメントの消失は頂部細胞膜では受容体を介し
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たエンドサイトーシスを抑制するが，基底側壁部細胞膜では効果がない。また
Lamaze らは，A431 細胞において受容体を介したトランスフェリンの取り込みに
アクチンフィラメントが必要であると報告してきた（Lamaze et al., 1997）。一方，
Lewis らは，MA104 細胞において受容体を介した葉酸の取り込みがアクチンフ
ィラメントの消失によって増強されることを明らかにしてきた（Lewis et al., 
1998）。これらの結果は，細胞表面蛋白のエンドサイトーシスにおけるアクチン
フィラメントの基本的な役割は細胞の種類や細胞内のコンパートメントによっ
て異なるものであることを示している。 
 まとめとして，本研究の結果は，ラット遊離脂肪細胞において GLUT4 のエキ
ソサイトーシスおよびエンドサイトーシスにおけるアクチンフィラメントの異
なる役割を明らかにした。アクチンフィラメントの構築はインスリンによる
GLUT4 小胞のエキソサイトーシスに重要な役割を果たしているが，エンドサイ
トーシスではあまり重要ではない。これに加えて，我々はインスリンによるグ
ルコース取り込み促進作用やGLUT4トランスロケーションの生化学的な解析と
レーザー共焦点顕微鏡による形態学的解析により，ラトランクリン A がサイト
カラシン D よりも脂肪細胞のアクチンフィラメント脱重合剤としては，より適
したツールであることを見いだした。ストレス線維の無い遊離脂肪細胞はイン
スリンによる皮質アクチンフィラメントの役割を研究する上では有用な実験系
であると考えられる。 
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Figure 1 Effects of Latrunculin A on the Organization of the Actin Filaments in 
Isolated Rat Adipocytes.  Isolated rat adipocytes in Buffer A were incubated for 30 
minuets at 37°C, and then incubated for an additional 30 minuets without (A and E) or 
with 0.25 (B and F), 2.5 (C and G) or 25 (D and H) μg/ml latrunculin A.  The cells 
were fixed and the filamentous actin was visualized with labeled phalloidin as described 
in theMaterials and methods section. (A-D) images obtained by fluorescence 
microscopy. (E-H) images obtained by laser confocal microscopy. Scale basr, 10 μm. 
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Figure 2 Time Course of disruption of the actin filaments by Latrunculin A.  After 
incubation in Buffer A for 30 minuets at 37°C, adipocytes were incubated without (A 
and E) or with 25 μg/ml latrunculin A for 0 (immediately washed and fixed; B and F), 2 
(C and G) or 5 (D and H) min. The cells were fixed and the filamentous actin was 
visualized with labeled phalloidin as describrd in the Materials and methods section.  
(A-D) images obtained by fluorescence microscopy. (E-H) images obtained by laser 
confocal microscopy. Scale bars, 10 μm. 
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 Figure 3  Effects of Latrunculin A on basal and insulin-stimulated glucose- 
transport Activities.  (A) Adipocytes in buffer A were incubated for 30 min at 37°C in 
the absence or the presence of the indicated concentrations of latrunculin A.  Then the 
cells were incubated for an additional 15 minuets without (○) or with (●) 10 nM 
insulin and the glucose transport activity was assayed. (B) Adipocytes were incubated in 
the absence (time 0) or presence of 25 μg/ml latrunculin A for the indicated period,  the 
incubation was continued without(○) or with(●) 10 nM insulin for an additional 15 
min and the glucose transport activity assayed.  Results are the means ± S.E.M (n = 
3-6)  
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Figure 4 Effects of cytochalasin D on the organization of the actin filaments In 
Isolated Adipocytes.  Isolated rat adipocytes in buffer A were incubated for 30 min at 
37°C, and then for an additional 30 min without (A and E)  or with 1μM cytochalasin 
D  (B and F), 50 μM cytochalasin D (C and G) or 25 μg/ml latrunculin A (D and H).  
The cells were fixed and the filamentous actin was visualized with labeled phalloidin as 
described in the Materials and methods section. (A-D) images obtained by non-confocal 
fluorescence microscopy. (E-H) images obtained by laser confocal microscopy. Scale 
bars, 10 μm. 
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Figure 5  Recovery of Insulin stimulation of glucose transport after removal of 
Latrunculin A (Lat A).  Adipocytes in buffer A were incubated in the absence (left 
panel) or the presence (right panel) of 25 μg/ml latrunculin A for 15 min at 37°C, then 
washed 3 times with fresh buffer A and resuspended in the buffer. (Left panel) The cells 
were incubated for 10 min without or with 25 μg/ml latrunculin A, for 15 minuets 
without (○) or with (●) 10 nM insulin (Ins) and the glucose transport activity was 
assayed (3-O-methy-D-glucose uptake, MeGlc). (Right panel) The washed cells were 
incubated in the fresh buffer for the indicated period (●) or incubated with latrunculin 
A for 10 min (▲), then with 10 nM insulin for an additional 15 min and the glucose 
transport activity assayed. Results are the means ± S.E.M (n = 3) 
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Figure 6  Effect of latruncluin A on insulin-induced redistribution on GLUT4 
After incubation in the absence (A and B) or the presence (C) of latrunculin A 
(25g/ml) for 15min, adipocyte in buffer A were stimulated with 10 nM insulin(B and 
C) for 15min before immunofluorescence staining for GLUT4 as described in the 
Material and methods section. 
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Figure 7  Effects of latrunculin A(Lat. A) on the glucose transport activities in the 
presence of Dk-(62-85) Peptide. Rat adipocytes in buffer A were incubated for 60 mins 
at 37°C to stabilize the basal transport activity. The cells were then incubated for 15 min 
in the absence (left panel) or the presence (right panel) of 50 μM Dk-(62-85).  The 
cells were incubated without or with 25 μg/ml latrunculin A for 15 min, then for an 
additional 15 min in the absence or the presence of 10 nM insulin, and the glucose 
transport activity was assayed (3-O-methy-D-glucose uptake, MeGlc). Results are the 
means ± S.E. M (n =3-6). 
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Figure 8  Effect of latrunculin A(Lat.A) on insulin-induced GLUT4 Translocation 
in the presence of Dk-(62-85) peptide. Adipocytes in buffer A were incubated for 60 
min at 37°C.  The cells were then incubated for 15 min in the absence (A) or the 
presence (B)of 50 μM Dk-(62-85). The cells were incubated without or with 25 μg/ml 
latrunculin A for 15 min, then for an additional 15 minuets in the absence or presence 10 
nM insulin.  At the end of the incubation, the cells were washed, homogenized and 
subjected to the subcellular fractionation and immunoblotting.  PM, plasma membrane 
fractions; SS, slowly sedimenting fractions. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 147
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9  Effect of latrunculin A (Lat. A) on endocytosis of the trypsin-cleaved 
35-kDa fragment of GLUT4.  Adipocytes in buffer A were stimulated with 10 nM 
insulin for 15 min at 37°C.  The cells were then incubated with 3 mM potassium 
cyanide for 15 min to inhibit GLUT4 recycling by deprivation of ATP.  Then 
TPCK(tosylphenylalanylchloromethane)-treated trypsin was added to the cells at a final 
concentration of 1 mg/ml, and incubation was continued for 15 min. At the end of 
incubation, soybean trypsin inhibitor (final concentration, 2 mg/ml) was added to the 
incubation buffer, and the cells were washed three times with buffer A.  The cells were 
resuspended in fresh buffer A and washed immediately with Sucrose/Tris/EDTA buffer 
or incubated for 20 min with or without 25 μg/ml latrunculin A.  At the end of the 
second incubation, the cells were washed, homogenized, and then subjected to 
subcellular fractionation and immunoblotting as described in the Materials and methods 
section. PM, plasma membrane fractions; SS, slowly sedimenting fractions. 
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Figure 10  Effect of latrunculin A(Lat. A) on the reversal of the glucose transport 
activities after the addition of wortmannin(Wort). Adipocytes in buffer A were 
stimulated with 10 nM insulin for 15 min at 37°C. Then the cells were incubated in the 
presence of wortmannin (200 nM;●) , latrunculin A (25 g/ml, ▲) or wortmannin 
plus latrunculin A (■) for the indicated period. At the end of the incubation, the glucose 
transport activity was assayed (3-O-methy-D-glucose uptake, MeGlc). Results are the 
means ± S.E. M. (n = 3-6) 
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結論 
 
本研究はインスリンによるグルコーストランスポーターの調節機構について検
討を行った。まず Rab4 の機能を抑制する Rab4 ペプチドを脂肪細胞に導入する
ことによりグルコースの取り込みやGLUT4のトランスロケーションを抑制した。
このことから低分子 GTP 結合蛋白である Rab4 が GLUT4 のトランスロケーショ
ンの促進, 特にエキソサイトーシスを促進した（第 2 部 1 章）。また Rab4 が活
性化することにより, GLUT4 のエキソサイトーシスが促進されることがわかっ
た。（第 2 部 2 章）。その作用は PI3 キナーゼ阻害剤であるワートマニンや
LY294002 で抑制されることから PI3 キナーゼを介してことがわかった（第 2 部
2 章）。アクチンフィラメントを消失させる薬剤であるラトランクリン A でグル
コースの取り込みも GLUT4 のトランスロケーションも抑制し, 特にエキソサイ
トーシスを抑制したことから, アクチンフィラメントは GLUT4 のエキソサイト
ーシスに関与していると考えられる（第 6 部） 
 GTP 結合蛋白であるダイナミンの遺伝子導入を行うとエンドサイトーシスさ
れないことから, ダイナミンが GLUT4 のエンドサイトーシスに重要であると考
えられる（第 3 部）。 
 マストパランは濃度によって調節機構が異なることがわかった。低濃度では, 
三量体GTP結合蛋白Giを介してグルコースの取り込みに対するインスリンの作
用を増強した。そして高濃度では, 膜が透過性になることでグルコースの取り込
みが促進された。（第 4 部） 
 抗腫瘍活性のある DIF-1 という薬剤が糖代謝を促進し, 細胞内のグルコース
の取り込みが促進された。この作用は GLUT1 のトランスロケーション促進によ
るものであることがわかった（第 5 部）。 
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